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Testsystem zur Entwicklung von Therapeutika , insbesondere 
von Wirkstoffen zur Behandlunq von Osteoporose 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Testsystem zur Identifi- 
zierung und zum Testen von Wirkstoffen, die auf die synaptische 
Transmission wirken (Wirkstoffe zur Behandlung neuronaler Er- 
krankungen) , die die Endo-/Exozytose beeinf lussen, die die Pro- 
zessierung von Proteinen beeinf lussen und insbesondere von Wirk- 
stoffen , die zur Behandlung der Osteoporose oder des Morbus 
Paget , zur Behandlung neurologischer und neuromuskularer 
Erkrankungen sowie anderer Nervenkrankheiten oder als Psychophar- 
maka verwendet werden konnen. Gegenstand der Erfindung ist ferner 
ein nicht-menschlicher Sauger, vorzugsweise ein Nager, bei dem 
ein oder mehrere Chloridkanale aus der Gruppe bestehend aus C1C- 
3, C1C-4, C1C-6 und C1C-7 nicht oder nicht-f unkt ionell exprimiert 
werden, sowie somatische Zellinien, die beispielsweise von einem 
solchen Tier abgeleitet sind, sowie deren Verwendung zum 
Identif izieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, 
Chloridkanale, insbesondere C1C-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und/oder 
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C1C-7, in ihrer Aktivitat zu beeinf lussen, insbesondere zu 
inhibieren oder zu aktivieren. 

Die Osteoporose stellt eine Erkrankung dar, bei der es zum ver- 
starkten Abbau von Knochen kommt, der zur Fragilitat fiihrt. 
Osteoporose ist bei alteren Menschen, insbesondere (hormonell 
bedingt) bei alteren Frauen, stark verbreitet. Aus diesem Grund 
werden alteren weiblichen Patienten haufig Sexualhormone ver- 
abreicht, die den Prozefl des Knochenabbaus zwar stoppen konnen, 
jedoch zum Teil schwerwiegende unerwlinschte Nebenwirkungen haben. 
Spezif ische Osteoporose-Medikamente sind bislang nicht entwickelt 
worden . 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde nunmehr iiberraschen- 
derweise f estgestellt , daft Mutationen der Nukleinsauresequenz , 
die fur das C1C-7 Protein (Chloridkanal C1C-7) kodiert und die 
Expression eines nicht-f unktionellen Proteins bewirkt bzw. die 
Expression vollstandig unterbindet, in Mausen zu einer sehr 
schweren Form der Osteopetrose fiihrt. Auf Basis dieser iiberra- 
schenden Ergebnisse wurde f estgestellt , daft auch Patienten mit 
schwerer juveniler Osteopetrose Mutationen im C1C-7 Gen aufwei- 
sen . 

Bei dem Chloridkanal C1C-7 handelt es sich urn einen vorwiegend 
intrazellularen, in spaten Endosomen und Lysosomen vorkommenden 
Chloridkanal, der ubiquitar exprimiert ist und insbesondere auch 
in Osteoklasten, den knochenabbauenden Zellen, vorkoramt . Mutatio- 
nen, die die Expression eines nicht- f unktionellen C1C-7 Proteins 
bewirken, oder eine Expression vollstandig unterbinden (im fol- 
genden "Knock-Out" oder "KO" genannt) verhindern, daft Osteokla- 
sten den Knochen abbauen konnen. Genauere Untersuchungen haben 
ergeben , daft C1C-7 , der zusammen mit der Protonenpumpe in die 
sogenannte "Ruffled Border" eingebaut wird, die die Resorptions- 
lakune begrenzt und uber die Saureaquivalente in die Resorptions- 
lakune transportiert werden, durch eine Chloridleitf ahigkeit den 
elektroneuralen Transport von HC1 in die Lakune gewahrleistet . 
Ein saurer pH-Wert in der Lakune ist essentiell fur den Knochen- 



abbau. Fehlt eine entsprechende Chloridleit f ahigkeit , kann die 
Protonenpumpe nicht effektiv pumpen, mit der Folge, dafl Osteo- 
klasten die Resorptionslakune nicht ansauern und den Knochen 
nicht abbauen konnen. 

Durch den Knock-Out von ClC-7 kommt es ferner zu einer starken 
Retinadegeneration, und es wird ferner eine Neurodegeneration im 
zentralen Nervensystem (ZNS) beobachtet . Diese Beobachtungen 
konnen darauf zuriickgef iihrt werden, daft die spat-endosomale und 
lysosomale Ansauerung und Degradation durch den ClC-7 Knock-Out 
in vielen Geweben gestort ist . 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde ebenfalls festge- 
stellt, dafl Chloridkanale der CLC Genfamilie auch an der 
Ansauerung synaptischer Vesikel beteiligt sind. Dies wurde 
beispielsweise durch den Knock-out des C1C-3 Kanals gezeigt. Bei 
diesem Knock-out kommt es zu Veranderungen der synaptischen 
Transmission im Zentralnervesystem und zu einer neuronalen 
Degeneration. Es wurde ferner f estgestellt , dafl auch andere CLC 
Kanale, wie C1C-4 und C1C-7, in synaptischen Vesikeln vorkommen . 
Synaptische Vesikel nehmen Neurotransmitter auf, die sie iiber 
Exozytose in den synaptischen Spalt abgeben und damit die 
nachgeschaltete Nervenzelle modulieren (erregen oder inhibieren) . 
Die Aufnahme von Neurotransmittern in synaptische Vesikel wird 
von dem pH-Gradienten und Potentialgradienten liber die Membran 
der synaptischen Vesikel getrieben (vgl. Literaturzitate (62)- 
(61)), so daft die Aktivitat von Chloridkanalen in synaptischen 
Vesikeln die Signaltransduktion im Nervensystem beeinflufit. 

Durch die Untersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden Erfin- 
dung angestellt wurden, ist es nunmehr moglich, eih Testsystem 
zur Verfugung zu stellen, das die Identif izierung und das Testen 
von Substanzen ermoglicht, die geeignet sind, einen oder mehrere 
Chloridkanale aus der Gruppe bestehend aus C1C-1, C1C-2, ClC-Ka f 
CIC-Kb, C1C-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und/oder C1C-7 - insbesondere 
die vorwiegend intrazellularen Chloridkanale ClC-3 f C1C-4, ClC-5 f 
C1C-6 und/oder C1C— 7 - zu inhibieren oder anderweitig in der 



Aktivitat zu beeinf lussen , d.h. beispielsweise zu aktivieren oder 
ihre Regulation zu verandern. Insbesondere wird erstmals ein 
Testsystem und ein Verfahren zum Identif izieren und Testen von 
Substanzen bereitgestellt , die den Chloridkanal ClC-7 (ganz oder 
teilweise) inhibieren, insbesondere von Substanzen, die zur 
Behandlung von Osteoporose oder von Morbus Paget geeignet sind. 
Ein derartiges Testsystem erlaubt auch die Identif ikation von 
Substanzen, die die neuronale Signaltransduktion beeinf lussen und 
daher zur Behandlung neuronaler Erkrankungen geeignet sind. 

Der Erfindung liegt die Uberlegung zugrunde, da/5 eine (partielle) 
Inhibition des ClC-7 Chloridkanals die Osteoklastenf unktion hemmt 
und damit dem Knochenabbau entgegenwirkt . An ahnlichen Ansatzen 
wird in der pharraazeutischen Industrie geforscht, wo nach 
effektiven Inhibitoren der Protonenpumpe gesucht wird. Durch die 
vorliegenden Erkenntnisse ist es nunmehr erstmals moglich, 
Substanzen zu identif izieren, die spezifisch auf den ClC-7 
Chloridkanal wirken und eine partielle oder vollstandige Inhibi- 
tion bewirken oder den Kanal aktivieren bzw. dessen Regulation 
verandern. Das Problem, daft ein totaler KO auch andere Gewebe 
beinfluftt und z.B. eine Retinadegeneration und eine Degeneration 
des ZNS verursacht und daher auch eine pharmakologische Inhibi- 
tion von ClC-7 (d.h. durch Verabreichung von ClC-7-Inhibitoren) 
ahnliche Effekte haben konnte, kann einerseits dadurch gelost 
werden, daft man eine nur partielle Inhibition des Kanals bewirkt, 
und andererseits dadurch, daft man Wirkstoffe oder Pharmaka 
verwendet, die diese Organe (z.B. aufgrund der Blut-Hirn- 
Schranke) nicht in geniigend hoher Konzentration erreichen. 

Der Erfindung liegt weiterhin die Uberlegung zugrunde, daft durch 
eine Inhibition oder Stimulation von Chloridkanalen synaptischer 
Vesikel die synaptische Ubertragung im Nervensystem beeinfluftt 
werden kann. Eingriffe in die synaptische Transmission sind ein 
vielbenutztes Prinzip der Pharmakologie zur Behandlung neu- 
rologischer und neuromuskularer Erkrankungen. So werden z.B. 
Substanzen eingesetzt, die die ent sprecheden Auf nahmetransporter 
in synaptischen Vesikeln beeinf lussen, oder die die Wiederauf- 
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nahme des ausgeschiitteten Neurotransmitters aus dem Extrazel- 
lularraum in die Zelle beeinf lussen . Die Auf nahme der Neurotrans- 
mitter in synaptische Vesikel erfolgt liber in deren Membran 
lokalisierte Transporter, die i.A. an den elektrochemischen 
Gradienten fur Protonen iiber die Vesikelmembran gekoppelt und 
getrieben wird (vgl. Publikationen (81) und (82)). Verandert man 
diesen Gradienten, so kann man die Auf nahme von Transmittern 
teilweise dif f erentiell verandern. Einerseits sind moglicherweise 
bestimmte CLC Kanale nur in bestimmten Subpopulationen von 
Nervenzellen oder synaptischen Vesikeln (z.B. fur bestimmte 
Neurotransmitter) yorhanden, andererseits besteht der elek- 
trochemische Gradient fiir Protonen aus zwei Komponenten (ApH und 
Aty), an den die verschiedenen Transporter verschieden gekoppelt 
sind. So wird die Auf nahme von Azetylcholin hauptsachlich iiber 
den pH-Gradienten getrieben, wahrend die Auf nahme von Glutamat 
hauptsachlich von der elektrischen Spannung Ai|r getrieben wird. 

Der elektrochemische Gradient fiir Protonen in synaptischen Vesi- 
keln wird von der Protonenpumpe im Zusammenspiel mit Chloridka- 
nalen aufgebaut. Die Anwesenheit einer Chloridleit f ahigkeit 
verringert den elektrischen Anteil A\|i des Gradienten und erhoht 
den ApH-Anteil. Eine Inhibition eines Chloridkanals in synapti- 
schen Vesikeln verringert also ApH, erhoht jedoch Ai|r; dadurch 
wird z.B. die Auf nahme von Azetylcholin verringert, die Auf nahme 
von Glutamat jedoch erhoht, vorausgesetzt , der Kanal kommt auf 
beiden Vesikeltypen vor. Gema/5 einer besonderen Ausf iihrungsf orm 
kann umgekehrt auch eine spezifische Stimulation von einzelnen 
Chloridkanalen erfolgen. Dies hat z.B. eine Verringerung der 
Glutamatauf nahme und eine Erhohung der Azetylcholinauf nahme zur 
Folge . 

Neben der Moglichkeit , die Konzentration von Neurotransmittern 
in synaptischen Vesikeln zu modulieren, konnen derartige Sub- 
stanzen auch den Transport der Vesikel innerhalb der Zelle, z.B. 
auch die Endo- und Exozytose, beeinf lussen . Dies folgt aus der 
Beobachtung, dafi beim Knock-out des C1C-5 das endozytotische 
Trafficking beeinf lusst wird (stark verringert ist; vgl. (8)), 
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sowie daraus, daB der endozytotische und exozytotische Weg durch 
Verminderung des vesikularen pH-Wertes erheblich gestort werden 
kann (vgl. Publikationen (69) bis (74)). 

Substanzen, die die Aktivitat der vorwiegend intrazellular 
vorkoramenden CLC Chloridkanale C1C-3, C1C-4, C1C-6 und/oder C1C-7 
beeinflussen und insbesondere inhibieren, sind somit als 
Therapeutika fur neurologische und neuromuskulare Erkrankungen 
sowie anderen Nervenkrankheiten und, im Falle von C1C-7, fiir 
Osteoporose, Morbus Paget, und andere knochenabbauende Krankhei- 
ten geeignet. Im Rahmen der Erfindung werden daher diese Kanal- 
proteine als Zielmolekiile benutzt, um Substanzen fiir die 
Behandlung dieser Krankheiten zu finden und weiterzuentwickein . 

Als Methoden zum Auffinden und Testen dieser Substanzen komraen 
mehrere Methoden in Betracht . Gemafi einer Ausf iihrungsf orm der 
Erfindung wird die Bindung der Substanzen an das Zielmolekiil 
durch dem Fachmann gut bekannte Methoden getestet. Dazu werden 
die Kanalproteine z.B. von Bakterien, Hefen, oder Saugetierzellen 
heterolog exprimiert und gereinigt. Entsprechende Verfahren sind 
dem Fachmann wohlbekannt . Die Bindung der Substanzen an die 
Proteine kann in einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung iiber 
gut bekannte Methoden der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie 
und Fluoreszenz-Intensitatsverteilungsanalyse (vgl . Ref erenzen 
(85) bis (88)) erfolgen. In einer anderen bevorzugten Ausfiihrung 
erfolgt die Messung iiber ebenfalls gut bekannte Methoden der 
Plasmonenresonanzmes sung (vgl. Ref erenzen (89) bis (94)). 

Eine weitere bevorzugte Methode dieser Erfindung zur Identif izie- 
rung von Substanzen, die auf die Chloridkanale C1C-3, C1C-4, C1C- 
6 und/oder ClC— 7 wirken, sind Testsysteme, in denen das ent- 
prechende Kanalprotein funktionell exprimiert wird, die anderen 
Kanalprotein jedoch entweder weniger oder gar nicht vorhanden 
sind. Derartige Systeme sind auch zum Testen der bei den obigen 
Bindungsverf ahren gefundenen Substanzen auf funktionelle Ef fekte 
sinnvoll. In diesem Fall erfolgt die Messung iiber die Funktion 
des Kanalproteins , das in bestimmten Systemen entweder Strome, 



Spannungen, oder pH-Werte andert, die dann entweder direkt 
gemessen werden oder deren Ef fekt auf Detektionssysteme gemessen 
wird . 

In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung wird die Wirksam- 
keit der Substanz auf einen Kanal CIC-x (x=3, 4, 6 oder 7) an 
Zellen oder davon abgleiteten Praparaten (wie Membranpraparatio- 
nen oder Vesikel) gemessen, die ausschlieflich oder vorzugsweise 
(uberwiegend) nur den Kanal ClC-x exprimieren (z.B. bei der Suche 
nach Osteoporose-Medikamenten C1C-7). 

Die Spezifitat wird dadurch getestet, dafl man die Wirksamkeit von 
Testsubstanzen beispielsweise an Zellen mifit, die ausschlieBlich 
oder vorzugsweise (uberwiegend) nur den C1C-7 Kanal exprimieren. 
Diese Zellen bzw. Zellinien erhalt man beispielsweise durch 
Isolierung aus nicht-menschlichen Saugern, vorzugsweise Nagern 
( insbesondere Mausen) , deren Keimzellen und somatischen Zellen 
fur Chloridkanale kodierenden Nukleinsauresequenzen enthalten, 
bei denen moglichst viele der fur die Chloridkanale kodierenden 
Nukleinsauresequenzen - mit Ausnahme des Chloridkanals fur den 
ein spezifischer Inhibitor gesucht wird - durch Mutation, 
Trunkation, vollstandige Deletion und/oder teilweise Deletion so 
verandert ist, daB die jeweiligen Chloridkanale nicht oder nicht 
funktionell exprimiert werden. Nicht funktionell bedeutet in 
diesem Zusammenhang, da/5 das Protein des Chloridkanals so 
exprimiert wird, dafi die Transportf unktion des Chloridkanals 
verraindert oder ganz unterbunden ist. Diese genetischen oder 
gentechnischen Veranderungen werden auch als Knock-out bezeich- 
net . Entsprechende genetisch veranderte Muse (als Beispiel. fur 
nichtmenschliche Sauger) werden auch als Knock-out Mause oder KO 
Mause bezeichnet. Als Knock-out des C1C-1 Kanals existieren 
beispielsweise natiirliche Mutanten bei der Maus und dem Menschen, 
d.h., eine nicht-f unktionelle oder fehlende Expression des C1C-1 
Kanals kommt natiirlicherweise bei einem gewissen Prozentsatz der 
Population vor, was zur Myotonia Congenita fiihrt. Bei einem 
Knock-out des CIC-Kl-Kanals oder des CIC-KB-Kanals kommt es zu 



diabetes insipidus (bei der Maus ) bzw. zum Bartter-Syndrora (beim 
Menschen) . Ein Knock-out von C1C-5 fiihrt zur Dent-Erkrankung . 

Selbstverstandlich kann die Spezifitat auch durch andere Methoden 
gemessen werden, beispielsweise am isolierten Kanalprotein, das 
z.B. durch Uberexpression erhaltlich ist. Entsprechende Verfahren 
zur Klonierung und Expression der fiir das entsprechende Kanal- 
protein kodierenden Nukleinsauresequenz sind dem Fachmann 
genauestens bekannt. Ferner kann die Spezifitat auch direkt durch 
Verwendung geeigneter Assays, wie z.B- des "pit assay" (siehe 
unten) bestimmt werden, die dem Fachmann wohlbekannt sind. 

Der experimentell erzeugte Knock-out von Ionenkanalen und 
insbesondere von Chloridkanalen ist dem Fachmann gut bekannt und 
beispielsweise in den im Anhang zitierten Publikationen (1) bis 
(8) beschrieben. Ferner ist bekannt, daft zahlreiche Veranderungen 
der fiir Chloridkanale kodierenden Nukleinsauresequenzen zur 
fehlenden oder nicht-f unkt ionellen Expression der Proteine fiihren 
(vgl. Publikationen (9) bis (24)). Der allgemeine strukturelle 
Aufbau bzw. die Transraembran-Topologie der Chloridkanale ist 
schematisch in Fig. 1 dargestellt. Beispielsweise fiihren bereits 
einzelne Punktmutationen in den Domanen der D3 bis D5 zu 
Storungen oder einem Ausfall der Expression bzw. zur Expression 
eines Proteins, das keine Chloridkanal-Eigenschaf ten aufweist. 
Der gleiche Effekt kann durch Trunkation im Bereich der Domanen 
D10 bis D12 erreicht werden bzw. allgemein durch Trunkation in 
Transmembran-spannenden Domanen. Selbstverstandlich kann auch das 
Gen, d.h. die fiir den Chloridkanal kodierende Nukleinsauresequenz 
vollstandig deletiert werden oder durch eine fiir ein anderes 
Protein kodierende Nukleinsauresequenz ersetzt werden, oder der 
die Genexpression steuernde Promotorbereich mutiert werden. Ziel 
der genetischen Veranderung ist es , die Protein-Expression zu 
unterbinden oder die nicht-f unktionelle Expression des Proteins 
zu bewirken. Alternativ kommt auch ein sogenannter Knock-down in 
Betracht, bei dem die gentechnischen Veranderungen lediglich zu 
einer Einschrankung der Chloridkanal-Funktion fiihren, ohne die 
Transporteigenschaf ten ganz zu unterbinden. Derartige Knock-down 



Strategien sind dera Fachmann wohlbekannt und schlieften z.B. anti- 
sense Strategien oder Ribozymstrategien, d.h. Knock-down unter 
Verwendung von antisense-Oligonukleotiden und Ribozymen, ein, 
sind jedoch nicht auf diese beschrankt. Bei dem Knock-down zur 
Anwendung kommende Methoden sind in den im Anhang zitierten 
Publikationen (25) bis (36), auf die vorliegend ausdrucklich 
Bezug genommen wird, eingehender beschrieben. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnen sowohl somatische 
Zellininen verwendet werden, die aus einem genetisch veranderten 
nicht-menschlichen Sauger (Nager, insbesondere Maus ) hergestellt 
sind, als auch solche Zellinien, bei denen die Expression der 
entsprechenden Kanale CICxxx nachtraglich durch genomische 
Mutationen der somatischen Zellinie heruntergesetzt oder 
abgeschaf ft wurde und/oder die Expression der Kanale durch andere 
Verfahren wie z.B. iiber Anti-Sense Technologie oder Ribozym- 
strategien herunterreguliert werden. Diese Herabregulation oder 
Verminderung der Expression kann insbesondere auch induzierbar 
sein und damit Vitaiitatsprobleme und andere Probleme, die beim 
Ausschalten mehrerer Chloridkanale gleichzeitig entstehen konnen, 
verhindern oder abmildern. Diese Zellinien konnen auch mensch- 
lichen Ursprungs sein. 

Bei der Identif ikation und beim Testen von Substanzen hinsicht- 
lich ihrer Chloridkanal-spezif ischen Wirkung geht man vorzugs- 
weise von genetisch veranderten nicht-menschlichen Saugern oder 
von Zellinien aus, bei denen vorzugsweise zwei oder drei Chlorid- 
kanale nicht bzw. nicht-f unktionell exprimiert werden. Im Falle 
des Chloridkanals C1C-7 darf die Expression dieses Chloridkanals 
nicht gestort sein, so dafl ein Knock-Out oder Knock-down eines 
oder mehrerer anderer Chloridkanale, beispielsweise aus der 
Gruppe bestehend aus C1C-3, C1C-4, C1C-5 und C1C-6, erfolgen mufl . 
Entsprechendes gilt auch, wenn Substanzen identif iziert und 
getestet werden sollen, die auf einen anderen Kanal spezifisch 
wirken. So miiflten fur einen Test gegeniiber C1C-4 z.B. Zellinien 
etabliert werden, die nur den ClC-4-Kanal exprimieren. Das Testen 
der Substanzen kann entweder direkt an diesen Zellen erfolgen, 
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oder auch an von diesen Zellen gewonnenen Praparaten, wie z.B. 
Vesikeln, Membranpraparationen, insbesondere synaptischen 
Vesikelpraparationen, oder gereinigten Proteinen. Verfahren zur 
Isolierung dieser Praparate sind dem Fachmann wohlbekannt . 

Die Spezifitat der Wirkung gegen einen bestimmten C1C Chloridka- 
nal wird dadurch getestet, dafi man einerseits wie beschrieben zum 
Auf finden der Substanzen Zellinien benutzt, die in den getesteten 
intrazellularen Kompartimenten hautptsachlich oder ausschliess- 
lich nur diesen bestimmten Chloridkanal enthalten, oder man die 
oben genannten, davon abgeleiteten Praparate verwendet . Sub- 
stanzen, die den erwarteten Effekt in diesen Zellinien oder an 
davon abgeleiteten Praparaten aufweisen, werden sodann auf andere 
Zellinien oder davon abgeleitete Praparate getestet, die diesen 
Kanal nicht besitzen. Wenn sie spezifisch sind, sollten sie auf 
diese Zellinien keinen Effekt haben. Je nach Kanal schliessen 
sich spezif ischere Assays an: Will man z.B. den Effekt auf den 
C1C-7 Kanal mit Hinsicht auf die Osteoporose testen, kann man 
kultivierte Wildtyp (WT) Osteoklasten in einem "pit-assay" (vgl. 
Publikationen (52) bis (58)) auf Dentin, Elfenbein, Knochen oder 
andere geeignete Substrate testen und beispielsweise die Bildung 
von Lochern im Substrat untersuchen oder die Azifidierung der 
Resorptionslakune mit Farbstoffen (z.B. Acridin Orange) unter- 
suchen (vgl. Publikationen (59) bis (61)). 

Zielt man auf die Inhibition von Chloridkanalen synaptischer 
Vesikel ab (wie z.B. ClC-3), so kann im nachsten Schritt die 
Azifidierung gereinigter synaptischer Vesikel in Suspension mit 
Farbstoffen gemessen werden (vgl. Publikationen (62) bis (64)). 
Eine Inhibition des Kanals sollte sich in einer Inhibition der 
Azif idierungsrate aussern, die Spezifitat ist dadurch iiberpriif- 
bar, dafl man synaptische Vesikel aus der entsprechenden KO Maus 
isoliert, auf deren Azif idierungsrate die Substanz keinen Effekt 
haben sollte. In weitergehenden Schritten lasst sich die 
Spezifitat auf bestimmte Typen von synaptischen Vesikel testen, 
indem man die Aufnahme von (z.B. radioaktiv markierten) Neuro- 
transmittern in synaptische Vesikel in An- und Abwesenheit der 
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Substanz bestimmt. Die entsprechenden Methoden sind dem Fachmann 
wohlbekannt (vgl. z.B. Publikationen (65) bis (68)). 

Somatische Zellinien lassen sich aus verschiedenen Geweben der 
KO Mause gewinnen, wobei das Material mogliehst steril gewonnen 
wird und entweder nativ oder pref erentiell nach enzymatischem 
Verdau in entsprechende Zellkulturbehaltnisse (z.B. Schalen) 
zusammen mit Nahrmedien (z.B. Dulbecco's MEM, vorzugsweise 
zumindest anfanglich mit Antibiotikazusatz ) gegeben und bei 37 °C 
und 5% C0 2 inkubiert wird. Die Zellen werden mit Standardtechni- 
ken der Zellkultur verraehrt, wobei gemafi einer besonderen 
Aus fuhrungs form der Erf indung eine Immortalisierung der Zelllinie 
durch Trans fekt ion mit entsprechenden Genen (z.B. SV40 largeT 
Antigen, oder Telomerase) erfblgt (vgl. Publikationen (37) bis 
(39)). Als Alternative kann man KO Mause mit einem Mausstamm 
kreuzen, der ein entsprechendes Immortalisierungsgen exprimiert 
(wie z.B. die Immorto-Maus , vgl. Publikationen (40) bis (42), 
aber auch andere Mause (vgl. Publikation (43)), die diese Gene 
eventuell unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors 
exprimieren) . 

Im Besonderen kann man diese Zellinien als Testsystem weiter- 
entwickeln, indem man sie mit entsprechenden Konstrukten trans - 
fiziert, die Proteine exprimieren die direkt oder indirekt als 
Indikator fur die Messmethode dienen . Beispielsweise konnen 
chimare Proteine exprimiert werden, die aufgrund bestimmter 
Proteinsequenzsignale spezifisch in bestimmte Kompartimente 
gelenkt werden. Der andere Teil der Chimare enthalt entweder 
direkt ein entsprechendes Indikatorprotein (wie z.B. pH-sensitive 
fluoreszente Proteine wie bestimmte GFP Mutanten (vgl. Publika- 
tionen (44) bis (46)), oder Bindungsstellen, urn Indikatorsub- 
stanzen (wie z.B. Antikorper (vgl. Publikation (49)), Biotin- 
gekoppelte Farbstoffe (vgl. Publikation (47)) in diese Kom- 
partimente zu lenken (vgl. (44) bis (51)). 

Eine besondere Aus fuhrungs form der Erfindung betrifft somit die 
Verwendung der oben genannten nicht-menschlichen Sauger oder 



somatischer Zellinien (menschlichen oder nicht-menschlichen 
Ursprungs ) zur Identif izierung von Substanzen, die auf die 
synaptische Transmission wirken. Erstmals wird ein Testsystem und 
ein Verfahren zum Identif izieren und Testen von Substanzen 
bereitgestellt, die den Chloridkanal C1C-3, C1C-4, C1C-6 und/oder 
C1C-7 inhibieren oder anderweitig in der Aktivitat beeinflussen 
(d.h. beispielsweise aktivieren oder seine/ihre Regulation 
verandern) insbesondere von Substanzen, die zur Behandlung 
neurologischer und neuromuskularer Erkrankungen sowie anderer 
Nervenkrankheiten oder als Psychopharmaka geeignet sind. 

Eine Abgrenzung von Osteoporose Wirkstoffen ist einmal dadurch 
gegeben, dafi Osteoporose-Wirkstof f e eine Beeinf lussung des C1C-7 
betreffen miissen. Das heifit, daft zum Beispiel Wirkstoffe gegen 
C1C-3 (der auf synaptischen Vesikeln vorkommt) nicht mit der 
extrazellularen Azifidierung der Osteoklasten inter ferieren 
werden. Andererseits kann man gegebenenf alls Substanzen, die auf 
C1C-7 wirken, so modif izieren, dafl sie die Blut-Hirn-Schranke 
nicht durchgueren und daher nicht im ZNS wirken konnen. Derartige 
Methoden sind sind dem Fachmann wohlbekannt . Es ist auch denkbar, 
dafl Substanzen spezifisch in bestimmte Neuronengruppen gelenkt 
(gerichtet bzw. sortiert) werden (z.B. durch Bindung an spezif i- 
sche Oberf lachenrezeptoren) , oder die Stoffe liber in diesen 
Neuronen vorhandene spezif ische enzymatische Aktivitaten erst zu 
der aktiven Substanz metabolisiert werden. 

Ein Test der Spezifitat kann, wie oben angegeben, einerseits 
anhand entsprechender Zellinien durchgefiihrt werden, die nur 
bestimmte Kanaltypen exprimieren, an davon abgeleiteten Prapara- 
ten (siehe oben) oder in spezif ischen Testsystemen, wie Osteokla- 
sten in Kultur, oder an synaptischen Ves ikelpraparat ionen aus WT 
und KO Tieren. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist insbesondere eine Nu- 
kleinsaureseguenz, die fiir ein Protein aus der Gruppe bestehend 
aus den Chloridkanalen C1C-3, C1C-4, ClC-6 und C1C-7 kodiert, 
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wobei die Nukleinsauresequenz durch Mutation, Trunkation oder 
ganz oder teilweise Deletion verandert ist. 

Ferner betrif ft die Erf indung einen genetisch veranderten nicht- 
menschlicher Sauger, deissen Keimzellen und somatische Zellen fiir 
ein Protein aus der Gruppe bestehend aus den Chloridkanalen C1C- 
1, C1C-2, ClC-Ka, CIC-Kb, C1C-3, C1C-4, ClC-5, C1C-6 und/oder 
ClC-7 kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, wobei die fiir 
C1C-3, ClC-4, C1C-6 und/oder ClC-7 kodierende ( n) Nukleinsaurese- 
quenz (en) (gegeniiber der natiirlicherweise vorkommenden Nu- 
kleinsauresequenz) durch Mutation, Trunkation und/oder ganz oder 
teilweise Deletion verandert ist (sind). 

Gemafl einer bevorzugten Ausf iihrungs f orm der Erf indung enthalt der 
genetisch veranderte, nicht-menschliche Sauger zusatzlich die fiir 
C1C-1, C1C-2, ClC-Ka, ClC-Kb und/oder ClC-5 kodierende ( n) 
Nukleinsauresequenz ( en) , die durch Mutation, Trunkation und/oder 
ganz oder teilweise Deletion verandert ist (sind). 

Aus dem Sauger, der insbesondere ein Nager und besonders 
bevorzugt eine Maus ist, werden er f indungsgemafl somatische 
Zellinien etabliert bzw. abgeleitet, die einen oder mehrere der 
Chloridkanale aus der Gruppe bestehend aus C1C-1, C1C-2, ClC-Ka, 
CIC-Kb, C1C-3, ClC-4, ClC-5, C1C-6 und ClC-7 nicht exprimieren . 
Wie bereits beschrieben, ist es auch moglich, aus diesen nicht- 
menschlichen Saugern Praparate abzuleiten, wie z.B. Vesikel- und 
andere Membranpraparationen, im besonderen auch synaptische 
Vesikelpraparationen, die ein entsprechendes Expressionsmuster 
beziiglich der Chloridkanale aufweisen und die daher ebenso 
geeignet sind wie die KO Tiere oder Zellinien als solche . 

Gegenstand der Erfindung sind ferner somatische Zellininen, bei 
denen die Expression der Chloridkanale C1C-1, ClC-2, ClC-Ka, CIC- 
Kb, C1C-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und C1C-7, insbesondere aus der 
Gruppe bestehend aus C1C-3, C1C-4, C1C-6 und ClC-7, entweder 
durch genomische Mutationen der somatischen Zellinie herunterge- 
setzt und/oder die Expression der Kanale durch andere Verfahren 
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wie z.B. iiber Anti-Sense Technologie oder Ribozyms trategien 
herunterreguliert werden. Diese Herabregulation kann insbesondere 
auch induzierbar sein, urn Probleme mit der Vitalitat der Zellen 
und andere Probleme/ die beim Ausschalten mehrerer Chloridkanale 
gleichzeitig entstehen konnen, zu verhindern oder abzumildern. 

Die o.g. Zellinien konnen auch menschlichen Ursprungs sein. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung eines genetisch 
veranderten, nicht-menschlichen Saugers, dessen Keim- und somati- 
sche Zellen fur ein Protein aus der Gruppe bestehend aus den 
Chloridkanalen ClC-1, C1C-2, CIC-Ka, ClC-Kb, C1C-3, C1C-4, C1C-5, 
ClC-6 uhd/oder C1C-7 kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, 
wobei eine oder mehrere dieser Nukleinsauresequenzen (gegeniiber 
der naturlicherweise vorkommenden Nukleinsauresequenz) durch 
Mutation, Trunkation und/oder ganz oder teilweise Deletion ver- 
andert ist/sind, zum Identif izieren und Testen von Substanzen, 
die geeignet sind, einen oder mehrere der Chloridkanale zu 
inhibieren . 

Vorzugsweise werden Sauger verwendet, bei denen eine oder mehrere 
der fur Proteine aus der Gruppe bestehend aus den Chloridkanalen 
ClC-1, C1C-2, CIC-Ka, ClC-Kb, C1C-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und C1C- 
7 kodierenden Nukleinsauresequenzen (gegeniiber der natiirlicher- 
weise vorkommenden Nukleinsauresequenz) durch Mutation, Trunka- 
tion und/oder ganz oder teilweise Deletion verandert ist, wobei 
jeweils eine der fur ClC-7 , C1C-3, C1C-4 oder C1C-6 kodierenden 
Sequenzen nicht verandert ist, so daB dieser Chloridkanal normal, 
d.h. funktionell exprimiert wird. 

Anstelle der Sauger konnen auch die oben genannten Zellinien 
(menschliche und nicht-menschliche) oder davon abgeleitete 
Praparate (siehe oben) verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft schliefllich ein Verfahren zum Identifi- 
zieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, einen oder 
mehrere Chloridkanale aus der Gruppe bestehend aus C1C-3, C1C-4, 
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C1C-6 und C1C-7 zu inhibieren oder anderweitig in seiner/ihrer 
Aktivitat zu beeinf lussen , d.h. beispielsweise zu aktivieren oder 
ihre Regulation zu verandern. Bei diesem Verfahren bestimmt man 
an Zellinien bzw. Zellen (oder an davon abgeleiteten Praparaten, 
insbesondere Merabr anpr aparat ionen , wie Vesikeln; siehe oben) , die 
nur einen Chloridkanal aus der Gruppe bestehend aus C1C-3, C1C-4, 
C1C-6 und C1C-7 exprimieren, den luminalen pH-Wert der den Kanal 
exprimierenden Kompartimente und/oder die Spannung iiber die den 
Kanal umschliessende Membran. AnschlieBend bringt man diese 
Zellinien bzw. Zellen mit den zu testenden Substanzen in Kontakt, 
und bestimmt erneut den luminalen pH-Wert des den Kanal exprimie- 
renden Kompartiments und/oder die Spannung liber die den Kanal 
umschliessende Membran. Eine Veranderung eines oder beider 
physikalischer Parameter bedeutet, daft die Testsubstanz den 
betreffenden Chloridkanal beeinf luBt . Eine Erhohung des pH-Wertes 
bedeutet, daB es sich urn eine den Chloridkanal (partiell) 
hemmende bzw. (partiell) inhibierende Substanz handelt . Die 
Erniedrigung des pH-Wertes deutet auf eine Ansauerung des 
Kompartiments und damit auf eine den Chloridkanal aktivierende 
Substanz hin. Ebenso bedeutet die Messung einer Spannungs- 
Erhohung, daft es sich urn eine den Chloridkanal (partiell) 
hemmende bzw. (partiell) inhibierende Substanz handelt. Die 
Erniedrigung des Spannung deutet auf eine den Chloridkanal 
aktivierende Substanz hin. Dabei ist die Aktivitat einer Substanz 
im Hinblick auf ihre Fahigkeit, den betreffenden Chloridkanal zu 
beeinf lussen, umso hoher, je niedriger die hinzuzusetzende 
Konzentration der Substanz ist, urn eine Anderung des oder der 
physikalischen Parameter zu bewirken. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren beruht auf dem Prinzip, daB eine 
Anderung der Aktivitat intrazellularer Chloridkanale den 
luminalen pH-Wert der sie exprimierenden Kompartimente und/oder 
die Spannung iiber die sie umschlieBende Membran andern kann . 
Chloridkanale gestatten eine Ladungsausgleich fur die in den 
gleichen Vesikeln (z.B. des endo- oder exozytotischen Weges) 
vorkommende Protonenpumpe, die eine hohere Punpleistung und damit 
eine starkere Ansauerung des Kompartiments bewirken. Gleichzeitig 



verringern sie die elektrische Spannung liber diese Membran. Eine 
Inhibition oder Ausschaltung der Chloridkanale wiirde also eine 
verringerte Ansauerung und eine groftere elektrische Spannung, 
eine Stimulation Ihrer Aktivitat jedoch eine verstarkte An- 
sauerung und eine Verringerung der elektrischen Spannung zur 
Folge haben. Bei der vorliegenden Eirfindung wird der Effekt der 
zu testenden Substanzen auf die entsprechenden Chloridkanale 
indirekt iiber einen oder mehrere Effekte der veranderten 
Ansauerung und/oder Spannung von intrazellularen Kompartimenten 
gemessen. Um spezifische Substanzen fur einen bestimmten Kanaltyp 
zu identif izieren, sollen die gemessenen Kompartimente in der 
bevorzugten Anwendung moglichst nur einen Chloridkanal , gegen den 
getestet wird, enthalten. Die Chloridkanal-Spez if itat wird 
dadurch belegt, dafl man Kontroll-Untersuchungen an Zellinien 
durchfiihrt, die einen anderen Kanal exprimieren . Sofern die 
Kompartimente mehr als einen Chloridkanal exprimieren, miissen 
weitere Messungen an anderen KO-Zellinien oder -Mausen durch- 
gefiihrt werden, wie oben beschrieben. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zum Identif izieren und Testen von 
Substanzen, die geeignet sind, einen oder mehrere Chloridkanale 
aus der Gruppe bestehend aus C1C-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und/oder 
C1C-7 zu inhibieren, ist dadurch gekennzeichnet , daft man 

a) an Zellen, die nur einen oder hauptsachlich bzw. 
iiberwiegend nur einen der genannten Chloridkanale 
exprimieren, den luminalen pH-Wert der den Kanal ex- 
primierenden Kompartimente und/oder die Spannung iiber 
die den Kanal umschliessende Membran miBt, 

b) die Zellen mit einer Substanz in Kontakt bringt und 

c) an den Zellen erneut den luminalen pH-Wert der den 
Kanal exprimierenden Kompartimente und/oder die Span- 
nung iiber die den Kanal umschliessende Membran miBt, 
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wobei der Unterschied zwischen dem pH-Wert und/oder der Membran- 
spannung vpr und nach Zugabe der Substanz die Aktivitat der 
Substanz bestimmt. 

Wie bereits erwahnt, besteht eine Verfahrensvariante in der 
direkten Messung des pH-Wertes intrazellularer Organellen oder 
in der Messung der infolge der Anderung des pH-Werts eintretenden 
zellularen Effekte. Zur Messung des pH-Wertes kommen mehrere 
Methoden in Frage . Es gibt beispielsweise Farbstoffe, deren 
Fluoreszenz pH-abhangig ist und/oder die sich in Kompartimenten 
mit bestinunten pH-Werten selektiv anreichern, wenn man die Zellen 
mit ihnen oder ihren Vorlauf erstuf en inkubiert (Beispiele: 
Acridin Orange , Lysotracker und andere Farbstoffe der Fa. 
Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Hohere Spezifitat fur 
bestimmte Kompartimente lasst sich z.B. durch endozytotische 
Aufnahme von Farbstoffen erreichen (Anfarben endozytotischer 
Kompartimente, je nach Aufnahmezeit friihe oder spate bis 
lysosomale Kompartimente; vgl . z.B. Publikationen (71), (75), 
(76)). Noch hohere Spezifitat fur bestimmte Kompartimente lasst 
sich dadurch erreichen, dafi die Farbstoffe uber angekoppelte 
Molekiilgruppen (wie zB spezifische Antikorper oder Biotin) an be- 
stimmte Zielmolekule gebunden werden, die in bestinunten Kom- 
partimenten vermehrt oder ausschliesslich vorkommen, d.h., die 
in der Zellinie exprimiert werden (z.B. durch permanente 
Transf ektion) , wobei man die Zellinie mit dem Farbstof f in 
Kontakt bringt. Diese Zielmolekule konnen auch uber molekular- 
zellbiologische Techniken hergestellt werden, indem z.B. ein 
Zielsteuerungssignal , das das Molekiil uber die entsprechende 
Maschinerie der Zelle in ein bestimmtes Kompartiment dirigiert, 
an ein entsprechendes Bindungsmotif (z.B. Epitop fur Antikorper 
oder Avidin) molekularbiologisch fusioniert wird und das 
Konstrukt dann in der entsprechenden Zellinie, die zum Testen der 
Substanzen dient, exprimiert wird. Durch derartige Techniken 
lassen sich vorwiegend bis sehr spezifisch nur bestimmte Kom- 
partimente (in denen der entsprechende Kanal vorkommt) messen. 
Als weitere Technik zur pH-Messung dienen auch z.B. die Akkumula- 
tion bestimmter Substanzen in Kompartimenten mit einem bestinunten 
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pH-Wert (wie z.B. Acridin Orange oder Lysotractor von Molecular 
Probes) oder indirekte Tests, bei denen pH-abhangige Reaktionen 
in den Kompartments ausgenutzt werden, urn Indikatorsubstanzen 
herzustellen (z.B. durch pH-abhangige proteolytische Spaltung) , 
die dann leicht nachweisbar sind (z.B. durch Verwendung von Farb- 
stoffen (vgl. Publikat ionen (95) und (96)), wobei der Nachweis 
aber nicht darauf beschrankt ist) . 

Alternativ oder zusatzlich kann die Membranspannung in diesen 
Kompartimenten gemessen werden, z.B. iiber Spannungs-sensitive 
Farbstoffe (vgl. z.B. Publikation (67)). Alternativ kommen auch 
hier protein-kodierte Spannungssensoren (vgl. z.B. Publikation 
(77)), die moglicherweise noch spezifisch gelenkt bzw. sortiert 
werden, in Frage. 

Mit der vorliegenden Erfindung wird erstmals ein Testsystem zur 
Verfiigung gestellt, mit dem sich Wirkstoffe identif izieren und 
testen lassen, die zur Herstellung von Arzneimitteln zur 
Behandlung von Osteoporose oder Morbus Paget oder zur Herstellung 
von Arzneimitteln zur Behandlung neurologischer und neuromuskula- 
rer Erkrankungen sowie anderer Nervenkrankheiten oder zur 
Herstellung von Psychopharmaka geeignet sind. Erf indungsgegen- 
stand ist somit auch die Verwendung von Substanzen, die den 
Chloridkanal C1C-7 ganz oder teilweise inhibieren, zur Her- 
stellung von Arzneimitteln zur Behandlung von Osteoporose oder 
Morbus Paget, sowie die Verwendung von Substanzen, die den 
Chloridkanal C1C-3, C1C-4, C1C-6 und/oder C1C-7 ganz oder 
teilweise inhibieren, zur Herstellung von Arzneimitteln zur 
Behandlung neurologischer und neuromuskularer Erkrankungen sowie 
anderer Nervenkrankheiten oder von Psychopharmaka. Ferner 
betrifft die Erfindung pharmazeutische Zusammensetzungen 
( Arzneimittel ) zur Behandlung von Osteoporose oder Morbus Paget, 
die ein oder mehrere Substanzen enthalten, die den Chloridkanal 
C1C-7 ganz oder teilweise inhibieren, sowie Arzneimittel zur 
Behandlung neurologischer und neuromuskularer Erkrankungen sowie 
anderer Nervenkrankheiten und Psychopharmaka, die ein oder 
mehrere Substanzen enthalten, die den Chloridkanal C1C-3, C1C-4, 
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ClC-6 und/oder C1C-7 ganz oder teilweise inhibieren. Die 
Arzneimittel enthalten die Wirkstoffe in zur oralen oder 
intravenosen Verabreichung geeigneter Formulierung, gegebenen- 
falls zusammen mit pharmazeutisch vertraglichen Tragerstof fen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen naher 
erlautert . 

Beschreibuna der Fiauren: 

Fig. 1: Transmembran Topologie-Modell von CIC-Kanalen nach der 
biochemischen Studie von Schmidt-Rose und Jentsch (T. 
Schmidt-Rose und T.J. Jentsch , Proc . Natl. Acad. Sci. 
USA 94 (1997) 7633-7638). N- und C-Termini sind intra- 
zellular lokalisiert. Initiale Hydropathie-Analyse von 
C1C-0 zeigte das Vorliegen von bis zu 13 Transmem- 
brandomanen (D1-D13). Aufier einigen prokaryontischen 
ClCs besitzen alle bekannten CIC-Proteine zwei CBS- 
Domanen (vgl. A. Bateman, Trends Biochem. Sci. 2 2 
(1997) 12-13 und CP. Pointing, Mol. Med. 75 ( 1997 ) 
160-163) am C-Terminus . 



Beispiele 



Beispiel 1 

Protokoll zur Erzeugung von Knock-outs am Beispiel des C1C-7 : 

Die C1C-7 knock-out Maus wurde iiber Standard-Methoden herge- 
stellt, die dem Fachmann gut bekannt sind und u.a. in Methodenbu- 
chern (vgl. z.B. Publikation (78)) detailliert beschrieben sind. 
Diese Technik erfordert mehrere Schritte. Im ersten Schritt wird 
ein DNA Konstrukt hergestellt, das neben der Zielsequenz (in 
diesem Fall genomische Sequenz der Maus, die das fur den C1C-7 
Kanal kodierende Gen enthalt) entsprechende Selektionsmarker 
enthalt. Im zweiten Schritt wird mit Hilfe dieses DNA Konstrukts 
ein Allel des Zielgens in pluripotenten embryonalen Stammzellen 
der Maus iiber homologe Rekombination so verandert, daft es nicht 
mehr fiir ein f unktionelles Protein kodieren kann . Im dritten 
Schritt werden diese rekombinanten embryonalen Stammzellen in 
Maus-Blastozysten injiziert, die danach pseudo-schwangeren 
Ammenmiittern (Mause) in den Uterus transplantiert werden. Diese 
tragen dann Nachkommen aus , die chimar sind, d.h. neben den 
genetisch modif izierten Zellen, die aus den injizierten Stamm- 
zellen hervorgehen, auch normale, genetisch nicht manipulierte 
Zellen der Blastozyste, in die injiziert wurde, enthalten. Diese 
chimaren Mause werden mit normalen "Wildtyp" (WT) Mausen 
verpaart. Bei den Nachkommen wird getestet (z.B. iiber Southern 
blotting oder iiber PCR Techniken) ob das genetisch modif izierte , 
also funktionell zerstorte, Gen iiber die Keimbahn vererbt wurde. 
Im positiven Fall handelt es sich jetzt urn heterozygote Tiere, 
bei denen das Kanalgen auf einem der beiden Chromosomen zerstort 
ist. Heterozygote Mause werden untereinander gekreuzt, urn letzt- 
endlich homozygote knock-out Tiere zu erhalten, bei denen die 
entsprechenden Kanalgene auf beiden Chromosomen zerstort sind. 

Im Fall der C1C-7 KO Maus wurde das Konstrukt wie folgt herge- 
stellt: Mit Hilfe einer Ratten cDNA-Sonde ( Proteinsequenz publi- 
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ziert in Referenz (79)); Accession No. fur Protein und cDNA: 
Z67 744 GenBank) wurde eine kommerziell erhaltliche genomische 
Phagenbank in dem Vektor AFIXII des Mausstammes 129/Sv (Firma 
Stratagene, 11011 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037, 
USA) iiber Standardmethoden der Ausplattierung, Abziehen von 
Filtern, und Hybridisierung mit der radioaktiv markierten cDNA 
Sonde durchraustert, Mehrere Phagenklone, die unter hoher 
Stringenz hybridisierten, wurden isoliert, gereinigt, und mit 
Standardmethoden der Restriktionskartierung, Ansequenzierung, und 
Probeamplif ikation ausgewahlter Fragmente iiber PCR, analysiert. 
Ein genomischer Klon, der ein ungefahr 14 kb grosses Stuck der 
genomischen Sequenz von C1C-7 inklusive des Exons 2 (vgl. (80)) 
enthielt, wurde zur Herstellung des Konstrukts ausgewahlt. 
Hierbei wurde der genomische Klon mit den beiden Restriktions- 
enzymen Bglll und BsrGI verdaut, wodurch der Teil der Sequenz, 
der die kodierenden Exone 3, 4, 5, 6 und 7 enthalt, entfernt 
wurde. Dieser Teil wurde durch ein ungefahr 1.6 kb grosses DNA 
Fragment, das eine von dem Phosphoglycerat-Promotor getriebene 
Neomycinresistenz Kassette enthalt, ersetzt, indem letzteres 
durch entsprechende enzymatische Reaktionen nach Standardver- 
fahren in die genomische. Sequenz ligiert wurde. Nach Trans- 
formation von Bakterien mit dem entsprechenden, dieses Konstrukt 
enthaltenen Vektors wurden die das korrekte Konstrukt enthaltenen 
Bakterienkolonien isoliert, die DNA extrahiert, und nach Verdau 
mit Hindlll am 5 ' -Ende des Konstruktes eine Thymidin-Kinase 
Kassette zur negativen Selektion angefugt. Nach abermaliger 
Transformation, Isolation und Uberpriifung des nunmehr fertigen 
Konstruktes wurden damit pluripotente embryonale Stammzellen 
(Maus) durch Elektroporation transfiziert und unter entsprechen- 
den Kulturbedingungen (Kultivation auf "feeder layers" in 
Anwesenheit von leukaemia inhibitory factor (LIF) , urn eine 
Dif f erenzierung zu verhindern) ausplattiert und vermehrt . Die 
Zellen wurden mit G418 (Selektion auf die Anwesenheit der 
Neomycinresistenzkassette) und Gancyclovir (Selektion auf 
Abwesenheit der Thymidinkinase Kassette ) selektioniert . Resisten- 
te Klone wurden isoliert, breitgezogen, und iiber Southern Blot 
Analyse auf homologe Rekombination am C1C-7 Lokus analysiert. 
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Richtige Klone, bei denen das C1C-7 Gen auf einem Chromosom 
zerstdrt war (d.h. die Exone 3-7 durch die Neomycinkassette 
ersetzt waren) , wurden hochgezogen und unter mikroskopischer 
Kontrolle mit Mikromanipulatoren wie oben beschrieben in 
Mausblastozysten injiziert. Das weitere Vorgehen war wie oben 
beschrieben. Da die genetische Veranderung iiber die Keimbahn 
vererbt wurde, gelang so die Herstellung einer C1C-7 KO-Maus . Die 
Abwesenheit des C1C-7 Kanalproteins wurde mit Hilfe eines 
spezifischen Antikorpers nachgewiesen, der gegen ein aminotermi- 
nales Peptid von ClC-7 hergestellt wurde. Die C1C-7 KO Maus 
zeigte unerwarteterweise den Phanotyp einer starken Osteopetrose, 
einhergehend mit einer Retina-Degeneration und Anzeichen 
degenerativer Veranderungen im Zentralnervensystem. 

Beispiel 2 

Erzeugung einer C1C-3 KO-Maus: 

Auf ahnliche Weise wie in Beispiel 1 beschrieben wurde auch eine 
C1C-3 KO Maus hergestellt, bei der Exon 3, das fur Sequenzen in 
der ersten Transmembrandomane kodiert (vgl. Publikationen (83) 
und (84) ), deletiert wurde. Dieses Konstrukt fiihrt ausserdem zu 
einem friihzeitigen Stop der Translation, so dafi ein sehr kleines, 
trunkiertes Protein vorhergesagt wurde. In der KO Maus konnte mit 
einem spezifischen Antikorper, der gegen ein aminoterminales 
Peptid von C1C-3 hergestellt wurde, kein C1C-3 Protein mehr nach- 
gewiesen werden. Die C1C-3 KO Maus zeigte eine Degeneration des 
Hippocampus und eine Retinadegeneration . Es konnte nachgewiesen 
werden, dass der ClC-3 Chloridkanal in intrazellularen, vor- 
wiegend endosomalen Kompartimenten und synaptischen Vesikeln 
vorkommt. pH-Messungen ergaben, dafl das Fehlen von ClC-3 eine 
Verringerung der Azifidierung synaptischer Vesikel verursachte. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Dr. Jentsch Prof., Thomas J. 

<120> Testsystem zur Entwicklung von Therapeutika , 

insbesondere von Wirkstoffen zur Behandlung von 
Osteoporose 

<130> P056405 

<140> 
<141> 

<160> 14 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> .1 

<211> 3953 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> gene 

<222> (1) . . (3953) 

<223> CLCN3 

<220> 

<221> CDS 

<222> (489) .. (2951) 

<223> C1C-3 

<300> 

<303> Genomics 
<304> 1995 
<305> 27 (1) 
<306> 131-141 

<308> GenBank/ NM_001829 GI: 4502868 
<300> 

<303> Hum. Genet. 
<304> 1998 
<305> 102 (2) 
<306> 178-181 

<400> 1 

ggggtcacgg gcgaactaga acactgggaa aggggctgca ggttccggac cggaccggcc 60 

ctgacccgga ataatgagca aggagggtgt ggtgggttga aagccatcct actttactcc 120 

cgagttagag catggattca gttttagtct taagggggaa gtgagattgg agatttttat 180 

ttttaatttt gggcagaagc aggttgactc tagggatctc cagagcgaga ggatttaact 240 

tcatgttgct cccgtgtttg aaggaggaca ataaaagtcc caccgggcaa aattttcgta 300 

acctctgcgg tagaaaacgt caggtatctt ttaaatcgcg atagttttcg ctgtgtcagg 360 

ctttcttcgg tggagctccg agggtagcta ggttctaggt ttgaaacaga tgcagaatcc 420 

aaaggcagcg caaaaaacag ccaccgattt tgctatgtct ctgagctgcg agataatcag 480 

acagctaa atg gag tct gag cag ctg ttc cat aga ggc tac tat aga aac 530 
Met Glu Ser Glu Gin Leu Phe His Arg Gly Tyr Tyr Arg Asn 
1 5 10 
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age tac aac agt ata aca agt gca agt agt gat gag gaa ctt tta gat 578 
Ser Tyr Asn Ser lie Thr Ser Ala Ser Ser Asp Glu Glu Leu Leu Asp 
15 20 25 30 

gga gca ggt gtt att atg gac ttt caa aca tct gaa gat gac aat tta 626 
Gly Ala Gly Val lie Met Asp Phe Gin Thr Ser Glu Asp Asp Asn Leu 
35 40 45 

tta gat ggt gac act gca gtt gga act cat tat aca atg aca aat gga 674 
Leu Asp Gly Asp Thr Ala Val Gly Thr His Tyr Thr Met Thr Asn Gly 
50 55 60 

ggc age att aac agt tct aca cat tta ctg gat ctt ttg gat gaa cca 722 
Gly Ser lie Asn Ser Ser Thr His Leu Leu Asp Leu Leu Asp Glu Pro 
65 70 75 

att cca ggt gtt ggt aca tat gat gat ttc cat act att gat tgg gtg 770 
lie Pro Gly Val Gly Thr Tyr Asp Asp Phe His Thr lie Asp Trp Val 
80 85 90 

cga gaa aaa tgt aaa gac aga gaa agg cat aga egg ate aac age aaa 818 
Arg Glu Lys Cys Lys Asp Arg Glu Arg His Arg Arg lie Asn Ser Lys 
95 100 105 110 

aag aaa gaa tea gca tgg gaa atg aca aaa agt ttg tat gat gcg tgg 866 
Lys Lys Glu Ser Ala Trp Glu Met Thr Lys Ser Leu Tyr Asp Ala Trp 
115 120 125 

tea gga tgg eta gta gta aca eta aca gga ttg gca tea ggg gca ctg 914 
Ser Gly Trp Leu Val Val Thr Leu Thr Gly Leu Ala Ser Gly Ala Leu 
130 135 140 

gee gga tta ata gac att get gee gat tgg atg act gac eta aag gag 962 
Ala Gly Leu lie Asp lie Ala Ala Asp Trp Met Thr Asp Leu Lys Glu 
145 * 150 155 

ggc att tgc ctt agt gcg ttg tgg tac aac cac gaa cag tgc tgt tgg 1010 
Gly lie Cys Leu Ser Ala Leu Trp Tyr Asn His Glu Gin Cys Cys Trp 
160 165 170 

gga tct aat gaa aca aca ttt gaa gag agg gat aaa tgt cca cag tgg 1058 
Gly Ser Asn Glu Thr Thr Phe Glu Glu Arg Asp Lys Cys Pro Gin Trp 
175 180 185 190 

aaa aca tgg gca gaa tta ate ata ggt caa gca gag ggt cct ggt tct 1106 
Lys Thr Trp Ala Glu Leu lie He Gly Gin Ala Glu Gly Pro Gly Ser 
195 200 205 

tat ate atg aac tac ata atg tac ate ttc tgg gee ttg agt ttt gee 1154 
Tyr He Met Asn Tyr He Met Tyr He Phe Trp Ala Leu Ser Phe Ala 
210 215 220 

ttt ctt gca gtt tec ctg gta aag gta ttt get cca tat gec tgt ggc 1202 
Phe Leu Ala Val Ser Leu Val Lys Val Phe Ala Pro Tyr Ala Cys Gly 
225 230 235 

tct gga att cca gag att aaa act att tta agt gga ttc ate ate aga 1250 
Ser Gly He Pro Glu He Lys Thr He Leu Ser Gly Phe He He Arg 
240 245 250 

ggt tac ttg gga aaa tgg act tta atg att aaa ace ate aca tta gtc 1298 
Gly Tyr Leu Gly Lys Trp Thr Leu Met He Lys Thr He Thr Leu Val 
255 260 265 270 

ctg get gtg gca tea ggt ttg agt tta gga aaa gaa ggt ccc ctg gta 1346 
Leu Ala Val Ala Ser Gly Leu Ser Leu Gly Lys Glu Gly Pro' Leu Val 
275 280 285 

cat gtt gec tgt tgc tgc gga aat ate ttt tec tac etc ttt cca aag 1394 
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His Val Ala Cys Cys Cys Gly Asn lie Phe Ser Tyr Leu Phe Pro Lys 

290 " 295 300 

tat age aca aac gaa get aaa aaa agg gag gtg eta tea get gee tea 1442 

Tyr Ser Thr Asn Glu Ala Lys Lys Arg Glu Val Leu Ser Ala Ala Ser 

305 310 315 

get gca ggg gtt tct gta get ttt ggt gca cca att gga gga gtt ctt 1490 

Ala Ala Gly Val Ser Val Ala Phe Gly Ala Pro He Gly Gly Val Leu 
320 ' 325 330 

ttt age ctg gaa gag gtt age tat tat ttt cct etc aaa act tta tgg 1538 

Phe Ser Leu Glu Glu Val Ser Tyr Tyr Phe Pro Leu Lys Thr Leu Trp 
335 340 345 350 

aga tea ttt ttt get get tta gtg get gca ttt gtt ttg agg tec ate 1586 

Arg Ser Phe Phe Ala Ala Leu Val Ala Ala Phe Val Leu Arg Ser He 
355 360 365 

aat cca ttt ggt aac age cgt ctg gtc ctt ttt tat gtg gag tat cat 1634 

Asn Pro Phe Gly Asn Ser Arg Leu Val Leu Phe Tyr Val Glu Tyr His 

370 375 380 



aca cca tgg tac ctt ttt gaa ctg ttt cct ttt att ctt eta ggg gta 
Thr Pro Trp Tyr Leu Phe Glu Leu Phe Pro Phe He Leu Leu Gly Val 
385 390 395 



1682 



ttt gga ggg ctt tgg gga gee ttt ttc att agg gca aat att gec tgg 1730 

Phe Gly Gly Leu Trp Gly Ala Phe Phe He Arg Ala Asn He Ala Trp 
400 ' 405 410 

tgt cgt cga cgc aag tec acg aaa ttt gga aag tat ccc gtt ctg gaa 1778 

Cys Arg Arg Arg Lys Ser Thr Lys Phe Gly Lys Tyr Pro Val Leu Glu 

415 ~ 420 425 430 

gtc att att gtt gca gee att act get gtg ata gee ttc cct aat cca 1826 

Val He lie Val Ala Ala He Thr Ala Val He Ala Phe Pro Asn Pro 
435 440 445 

tac act agg eta aac acc agt gaa ctg ate aaa gag ctt ttt aca gac 1874 

Tyr Thr Arg Leu Asn Thr Ser Glu Leu He Lys Glu Leu Phe Thr Asp 
450 455 460 

tgt ggt ccc ctg gaa tec tct tct ctt tgt gac tac aga aat gac atg 1922 

Cys Gly Pro Leu Glu Ser Ser Ser Leu Cys Asp Tyr Arg Asn Asp Met 
465 470 475 

aat gee agt aaa att gtc gat gac att cct gat cgt cca gca ggc att 1970 

Asn Ala Ser Lys He Val Asp Asp He Pro Asp Arg Pro Ala Gly He 
480 485 490 

gga gta tat tea get ata tgg cag tta tgc ctg gca etc ata ttt aaa 2018 

Gly Val Tyr Ser Ala He Trp Gin Leu Cys Leu Ala Leu He Phe Lys 

495 500 505 510 

ate ata atg aca gta ttc act ttt ggc ate aag gtt cca tea ggc ttg 2066 

He He Met Thr Val Phe Thr Phe Gly He Lys Val Pro Ser Gly Leu 
515 520 525 

ttc ate ccc age atg gee att gga gcg ate gca gga agg att gtg ggg 2114 

Phe He Pro Ser Met Ala He Gly Ala He Ala Gly Arg He Val Gly 
530 535 540 

att gcg gtg gag cag ctt gec tac tat cac cac gac tgg ttt ate ttt 2162 

He Ala Val Glu Gin Leu Ala Tyr Tyr His His Asp Trp Phe He Phe 
545 550 555 

aag gag tgg tgt gag gtc ggg get gat tgc att aca cct ggc ctt tat 2210 
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Lys Glu Trp Cys Glu Val Gly Ala Asp Cys lie Thr Pro Gly Leu Tyr 
560 565 570 

gcc atg gtt ggt get get gca tgc tta ggt ggt gtg aca aga atg act 2258 
Ala Met Val Gly Ala Ala Ala Cys Leu Gly Gly Val Thr Arg Met Thr 
575 580 585 590 



gtc tec ctg gtg gtt att gtt ttt gag ctt act gga ggc ttg gaa tat 
Val Ser Leu Val Val lie Val Phe Glu Leu Thr Gly Gly Leu Glu Tyr 
595 600 605 



gcc ttt ggc agg gaa ggc att tat gaa gca cac ate cga tta aat gga 
Ala Phe Gly Arg Glu Gly lie Tyr Glu Ala His He Arg Leu Asn Gly 
625 ~ 630 635 



ctg get get gac gtt atg aga cct cga agg aat gat cct ccc tta get 
Leu Ala Ala Asp Val Met Arg Pro Arg Arg Asn Asp Pro Pro Leu Ala 
655 660 665 670 



cag aga tta gtg gga ttt gcc etc aga aga gac ctg aca att gca ata 
Gin Arg Leu Val Gly Phe Ala Leu Arg Arg Asp Leu Thr He Ala He 
705 710 715 



agg cag tgc ctt gta act cac aat ggg cgc etc ctt ggc att ata aca 
Arg Gin Cys Leu Val Thr His Asn Gly Arg Leu Leu Gly He He Thr 
785 790 795 



2306 



att gtt ccc ctt atg get gca gtc atg ace agt aaa tgg gtt gga gat 2354 
He Val Pro Leu Met Ala Ala Val Met Thr Ser Lys Trp Val Gly Asp 
610 615 620 



2402 



tac cct ttc ttg gat gca aaa gaa gaa ttc gaa ttc act cat ace ace 2450 
Tyr Pro Phe Leu Asp Ala Lys Glu Glu Phe Glu Phe Thr His Thr Thr 
640 * 645 650 



2498 



gtc ctg aca cag gac aat atg aca gtg gat gat ata gaa aac atg att 2546 
Val Leu Thr Gin Asp Asn Met Thr Val Asp Asp He Glu Asn Met He 
675 680 685 

aat gaa acc age tac aat gga ttt cct gtc ata atg tea aaa gaa tct 2594 
Asn Glu Thr Ser Tyr Asn Gly Phe Pro Val He Met Ser Lys Glu Ser 
690 695 700 



2642 



gaa agt gcc agg aaa aaa caa gaa ggt ate gtt ggc agt tct egg gtg 2690 

Glu Ser Ala Arg Lys Lys Gin Glu Gly He Val Gly Ser Ser Arg Val 
720 * 725 730 

tgt ttt gca cag cac acc cca tct ctt cca gca gaa agt cct egg cca 2738 

Cys Phe Ala Gin His Thr Pro Ser Leu Pro Ala Glu Ser Pro Arg Pro 

735 740 745 750 

ttg aag ctt cga age att ctt gac atg age cct ttt aca gtg aca gac 2786 

Leu Lys Leu Arg Ser He Leu Asp Met Ser Pro Phe Thr Val Thr Asp 

755 760 765 

cac acc cca atg gag att gtg gtg gat att ttc cga aag ctg gga ctg 2834 

His Thr Pro Met Glu He Val Val Asp He Phe Arg Lys Leu Gly Leu 

770 775 780 



2882 



aaa aaa gat ate etc egg cat atg gcc cag acg gca aac caa gac ccc 2930 
Lys Lys Asp He Leu Arg His Met Ala Gin Thr Ala Asn Gin Asp Pro 
800 805 810 

get tea ata atg ttc aac tga atctcacaga tgaggagaga gaagaaaegg 2981 
Ala Ser He Met Phe Asn 
815 820 

aagaggaagt ttatttgttg aatagcacaa ctctttaacc tgagggagtc atctactttt 3041 
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ttttcctcct ttacaaaaaa agaaaggaaa tataaaagcc gggtttttgc aacatggttt 3101 

gcaaataatg ctggtggaat ggaggagttg tttggggagg gaaaggagag agaaggaaag 3161 

gagtgaggta tttcccgtct aacagaaagc agcgtatcaa ctcctattgt tctgcactgg 3221 

atgcattcag ctgaggatgt gcctgatagt gcaggcttgc gcctcaacag agatgacagc 3281 

agagtcctcg agcacctggc ctgtttgctc acatgcaaga cacatacagc cctattctag 3341 

aggatacttg aatggacctc tataaacgca aggttcttgc ctttttttaa tcaaaactgt 3401 

tctgtttaat tcatgaattg tatagttaag cattaccttt ctacattcca gaagagcctt 3461 

tatttctctc tctctctctc tctctctctc tctctctact gagctgtaac aaagcctctt 3521 

taaatcggtg tatccttttg aagcagtcct ttctcatatt gagatgtact gtgattttac 3581 

tgaggtttca tcacaagaag ggagtgtttc ttgtgccatt aaccatgtag tttgtaccat 3641 

cactaaatgc ttggaacagt acacatgcac cacaacaaag gctcatcaaa caggtaaagt 3701 

ctcgaaggaa gcgagaacga aatctctcat tgtgtgccgt gtggctcaaa accgaaaaca 3761 

atgaagcttg gttttaaagg ataaagtttt cttttttgtt ttcctctcag actttatgga 3821 

taatgtgacc gggtcttatg caaattttct atttctaaaa ctactactat gatatacaag 3881 

tgctgttgag cataattaaa taaaatgctg ctgctttgac agtaaagaga aggaagtatt 3941 

ctgaaaaaaa ac 3953 
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gctggagtgg gcggaggcgt gagaaccgcg ttactttcct cccgaggtgg agagagactg 60 

ctcctgtagt ccttggagag cgcagtgagc ctccagtcgg ggcagaggcg ggttggtttg 120 

agggcccgct ggagccgagg attgaacaac accctgaaac cagcctccgc cggtccgacc 180 

tggccgcctt tacgtaacct ctcctgaaag ccggtagcag taaagtccgc cggggtggcc 240 

acccggcagc ggtgtcccgg tgaagctccc ggggcggctg gcgcgcgatc gcaagcagat 300 

gcggggtcca caggcagcgc agccaccagc cgcccagctt gctatgcctc tgagctgcaa 360 

ggaactcatt ataca atg aca aat gga ggc age att aat age tct aca cac 411 
Met Thr Asn Gly Gly Ser He Asn Ser Ser Thr His 
1 5 10 

ttg ctg gat ctt tta gat gag cct ate cca ggt gtc ggt acc tac gat 459 
Leu Leu Asp Leu Leu Asp Glu Pro He Pro Gly Val Gly Thr Tyr Asp 
15 20 25 

gat ttc cat act att gac tgg gtg cga gag aag tgt aag gac aga gaa 507 
Asp Phe His Thr He Asp Trp Val Arg Glu Lys Cys Lys Asp Arg Glu 
30 35 40 

agg cac aga egg ate aac agt aaa aaa aaa gaa tea gca tgg gaa atg 555 
Arg His Arg Arg He Asn Ser Lys Lys Lys Glu Ser Ala Trp Glu Met 
45 50 55 60 

aca aaa agt ctg tat gac gec tgg tea gga tgg ctt gtc gtt aca ctg 603 
Thr Lys Ser Leu Tyr Asp Ala Trp Ser Gly Trp Leu Val Val Thr Leu 
65 70 75 

acg gga ctg gca tea ggg gca eta get gga ttg ata gac att get get 651 
Thr Gly Leu Ala Ser Gly. Ala Leu Ala Gly Leu He Asp He Ala Ala 
80 85 90 
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gac tgg atg act gac ctg aag gag ggc ate tgc etc agt gca ttg tgg 
Asp Trp Met Thr Asp Leu Lys Glu Gly lie Cys Leu Ser Ala Leu Trp 
95 100 105 



699 



tac aac cat gaa cag tgt tgt tgg ggc tct aat gag aca acg ttt gaa 747 

Tyr Asn His Glu Gin Cys Cys Trp Gly Ser Asn Glu Thr Thr Phe Glu 

110 115 120 

gag agg gat aaa tgt cca cag tgg aaa aca tgg gca gag tta ate att 795 

Glu Are Asp Lys Cys Pro Gin Trp Lys Thr Trp Ala Glu Leu lie lie 

125 130 135 140 

ggc caa gca gag ggc cct gga tct tat ate atg aac tac ate atg tat 843 

Gly Gin Ala Glu Gly Pro Gly Ser Tyr He Met Asn Tyr He Met Tyr 

145 150 155 



ate ttt tgg get ttg agt ttt gee ttt ctt gca gtt tct ttg gtg aaa 

He Phe Trp Ala Leu Ser Phe Ala Phe Leu Ala Val Ser Leu Val Lys 
160 165 170 

gta ttt get cca tat gee tgt ggc tct gga att cca gag att aaa act 

Val Phe Ala Pro Tyr Ala Cys Gly Ser Gly He Pro Glu He Lys Thr 
175 180 185 

att ttg agt gga ttt ate ate aga gga tac ttg gga aaa tgg act tta 

He Leu Ser Gly Phe He He Arg Gly Tyr Leu Gly Lys Trp Thr Leu 

190 * 195 200 



tta gga aaa gaa ggt ccc ctg gta cat gtt gee tgc tgc tgt gga aat 
Leu Gly Lys Glu Gly Pro Leu Val His Val Ala Cys Cys Cys Gly Asn 
225 230 235 



891 



939 



987 



atg att aaa act ate acg tta gtg ctg get gtg gca tea ggt ttg agt 1035 
Met He Lys Thr He Thr Leu Val Leu Ala Val Ala Ser Gly Leu Ser 
205 210 215 220 



1083 



ate ttt tec tac etc ttt cca aag tat age acc aat gaa get aaa aag 1131 

He Phe Ser Tyr Leu Phe Pro Lys Tyr Ser Thr Asn Glu Ala Lys Lys 

240 245 250 

agg gag gtg ctg tea gee gee tea get get ggg gtt tct gtg get ttt 1179 

Arg Glu Val Leu Ser Ala Ala Ser Ala Ala Gly Val Ser Val Ala Phe 

255 260 265 

ggt gca ccg ate gga gga gtt ctt ttt age ttg gag gag gtt age tat 1227 

Gly Ala Pro He Gly Gly Val Leu Phe Ser Leu Glu Glu Val Ser Tyr 

270 275 280 

tat ttt cct etc aaa act tta tgg aga tea ttt ttt get get ttg gtg 1275 

Tyr Phe Pro Leu Lys Thr Leu Trp Arg Ser Phe Phe Ala Ala Leu Val 

285 290 4 295 300 

gca gca ttt gtt ttg aga tec ate aat cca ttt ggt aac age cgt ctg 1323 

Ala Ala Phe Val Leu Arg Ser He Asn Pro Phe Gly Asn Ser Arg Leu 

305 310 315 

gtc etc ttt tat gtg gag tat cat aca cca tgg tac ctt ttt gaa ctg 1371 

Val Leu Phe Tyr Val Glu Tyr His Thr Pro Trp Tyr Leu Phe Glu Leu 

320 325 330 

ttt cct ttt att etc eta ggg gta ttt gga ggg ctt tgg gga get ttt 1419 

Phe Pro Phe He Leu Leu Gly Val Phe Gly Gly Leu Trp Gly Ala Phe 

335 340 345 

ttt att agg gca aat att gec tgg tgt cgt cga cgc aag tec acc aaa 1467 

Phe He Arg Ala Asn He Ala Trp Cys Arg Arg Arg Lys Ser Thr Lys 

350 355 360 

ttt gga aag tat cct gtt etc gaa gtc att att gtt gca gee att act 1515 
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Phe Gly Lys Tyr Pro Val Leu Glu Val lie He Val Ala Ala He Thr 
365 370 375 380 

get gtg ata gec ttc ccc aac cca tac aca agg etc aac acc agt gaa 1563 

Ala Val He Ala Phe Pro Asn Pro Tyr Thr Arg Leu Asn Thr Ser Glu 

385 390 395 

ctg att aaa gag ctg ttt aca gat tgt ggg ccg ttg gaa tec tec tct 1611 

Leu He Lys Glu Leu Phe Thr Asp Cys Gly Pro Leu Glu Ser Ser Ser 
400 405 410 



etc tgt gac tac aga aat gac atg aat gee agt aaa att gtt gac gat 

Leu Cys Asp Tyr Arg Asn Asp Met Asn Ala Ser Lys He Val Asp Asp 

415 420 425 

att cct gac cgt cca gca ggc gtt gga gta tat tea get ate tgg cag 

He Pro Asp Arg Pro Ala Gly Val Gly Val Tyr Ser Ala He Trp Gin 

430 435 440 



gaa ctt act gga ggc ttg gaa tat att gtt cct ctt atg get gca gta 

Glu Leu Thr Gly Gly Leu Glu Tyr He Val Pro Leu Met Ala Ala Val 
545 550 555 

atg acc agt aaa tgg gtt ggt gat gee ttt ggt agg gaa ggt att tat 

Met Thr Ser Lys Trp Val Gly Asp Ala Phe Gly Arg Glu Gly He Tyr 
560 565 570 



1659 



1707 



ttg tgc eta gcg etc ata ttt aaa ata ata atg aca gta ttc act ttt 1755 
Leu Cys Leu Ala Leu He Phe Lys He He Met Thr Val Phe Thr Phe 
445 450 455 460 

ggt ate aag gtc ccg tea ggc ttg ttt ate ccc age atg gee att gga 1803 
Gly He Lys Val Pro Ser Gly Leu Phe He Pro Ser Met Ala He Gly 
465 470 475 

gee att gca ggg aga att gtg ggg ate get gtg gag cag ctt gee tac 1851 
Ala He Ala Gly Arg He Val Gly He Ala Val Glu Gin Leu Ala Tyr 
480 ~ 485 490 

tat cac cac gac tgg ttt ate ttc aag gag tgg tgt gag gtt ggg get 1899 
Tyr His His Asp Trp Phe He Phe Lys Glu Trp Cys Glu Val Gly Ala 
495 ' 500 505 

gac tgc ate act ccc ggg ctg tat gee atg gtt ggg get get gcg tgc 1947 
Asp Cys He Thr Pro Gly Leu Tyr Ala Met Val Gly Ala Ala Ala Cys 
510 515 520 

tta ggt ggt gtg aca aga atg act gtg tct ctg gtg gtt att gtt ttt 1995 
Leu Gly Gly Val Thr Arg Met Thr Val Ser Leu Val Val He Val Phe 
525 530 535 540 



2043 



2091 



0 __ gca cac ate cga eta aat ggg tac cct ttc ttg gat gca aaa gaa 2139 

Glu Ala His He Arg Leu Asn Gly Tyr Pro Phe Leu Asp Ala Lys Glu 
575 580 585 

gaa ttc act cat aca acc ctg get get gat gtt atg aga cct cga aga 2187 

Glu Phe Thr His Thr Thr Leu Ala Ala Asp Val Met Arg Pro Arg Arg 
590 595 600 

agt gac cct ccc tta get gtt ttg aca cag gac aat atg aca gta gat 

Ser Asp Pro Pro Leu Ala Val Leu Thr Gin Asp Asn Met Thr Val Asp 

605 610 615 620 

gac ata gaa aac atg att aat gaa acc age tat aat ggc ttt cct gtt 2283 

Asp He Glu Asn Met He Asn Glu Thr Ser Tyr Asn Gly Phe Pro Val 
625 630 635 

ata atg tea aaa gaa tct cag aga tta gtg gga ttt gee etc aga aga 2331 



2235 
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lie Met Ser Lys Glu Ser Gin Arg Leu Val Gly Phe Ala Leu Arg Arg 

640 645 650 

gac ctg act att gca ata gaa agt gcc aga aaa aaa caa gaa ggg att 

Asp Leu Thr He Ala He Glu Ser Ala Arg Lys Lys Gin Glu Gly He 

655 660 665 

gtt ggc agt tct egg gtg tgt ttt gca cag cat act cca tct ctt cca 

Val Gly Ser Ser Arg Val Cys Phe Ala Gin His Thr Pro Ser Leu Pro 

670 ~ 675 680 

gca gaa agt cca egg cca tta aaa ctg aga age ate ctt gac atg age 

Ala Glu Ser Pro Arg Pro Leu Lys Leu Arg Ser He Leu Asp Met Ser 

685 690 695 700 

cct ttt aca gtg aca gac cac acc cca atg gag att gtg gta gac ate 

Pro Phe Thr Val Thr Asp His Thr Pro Met Glu He Val Val Asp He 

705 710 715 



2379 



2427 



2475 



2523 



ttt cga aag ctt ggt ctg agg cag tgc ctt gta act cac aac gga cgc 2571 
Phe Arg Lys Leu Gly Leu Arg Gin Cys Leu Val Thr His Asn Gly Arg 
720 725 730 

etc ctt ggc att ata aca aaa aaa gat ate etc cgt cat atg gcc cag 2619 
Leu Leu Gly He He Thr Lys Lys Asp He Leu Arg His Met Ala Gin 
735 740 745 

acg gca aac caa gac ccc get tea ata atg ttc aac tga gtcctgtaga 2668 
Thr Ala Asn Gin Asp Pro Ala Ser He Met Phe Asn 
750 755 760 

tgaggacaga gaggagacag aagaggaagt tcgtttgttg aatagcacaa ttctttaatc 2728 

tgegggaetc gtccactttt ttcttctttc 2758 

<210> 4 
<211> 760 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 4 

Met Thr Asn Gly Gly Ser He Asn Ser Ser Thr His Leu Leu Asp Leu 

15 10 15 

Leu Asp Glu Pro He Pro Gly Val Gly Thr Tyr Asp Asp Phe His Thr 

20 25 30 

He Asp Trp Val Arg Glu Lys Cys Lys Asp Arg Glu Arg His Arg Arg 

3 5 40 45 

He Asn Ser Lys Lys Lys Glu Ser Ala Trp Glu Met Thr Lys Ser Leu 

50 55 60 

Tyr Asp Ala Trp Ser Gly Trp Leu Val Val Thr Leu Thr Gly Leu Ala 
65 70 75 80 

Ser Gly Ala Leu Ala Gly Leu He Asp He Ala Ala Asp Trp Met Thr 

85 90 95 

Asp Leu Lys Glu Gly He Cys Leu Ser Ala Leu Trp Tyr Asn His Glu 

100 ' * 105 HO 

Gin Cys Cys Trp Gly Ser Asn Glu Thr Thr Phe Glu Glu Arg Asp Lys 

115 120 125 

Cys Pro Gin Trp Lys Thr Trp Ala Glu Leu He He Gly Gin Ala Glu 

130 ' 135 140 

Gly Pro Gly Ser Tyr He Met Asn Tyr He Met Tyr He Phe Trp Ala 
145 150 155 160 

Leu Ser Phe Ala Phe Leu Ala Val Ser Leu Val Lys Val Phe Ala Pro 

165 170 175 

Tyr Ala Cys Gly Ser Gly He Pro Glu He Lys Thr He Leu Ser Gly 

180 185 190 

Phe He He Arg Gly Tyr Leu Gly Lys Trp Thr Leu Met He Lys Thr 
195 ~ 200 205 
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Asp Pro Ala Ser lie Met Phe Asn 
755 760 



<210> 5 

<211> 2588 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> gene 
<222> (1) . . (2588) 
<223> CLCN4 

<220> 

<221> CDS 

<222> (51) . . (2051) 

<223> C1C-4 

<300> 

<308> GenBank/XM_010391 GI:11421729 
<400> 5 

tacttcttcc aggcaccttg gctggggtca tcgatctcgc cgtggactgg atg acg 56 

Met Thr 
1 



gac ctg aag gag ggg gtc tgc ctg tct gcc ttc tgg tat age cat gag 
Asp Leu Lys Glu Gly Val Cys Leu Ser Ala Phe Trp Tyr Ser His Glu 
5 10 15 



104 



cag tgt tgc tgg act tct aac gag acc act ttt gag gac aga gac aag 152 

Gin Cys Cys Trp Thr Ser Asn Glu Thr Thr Phe Glu Asp Arg Asp Lys 

20 ' 25 30 

tgt ccc ctg tgg cag aaa tgg teg gag ctg ctg gtg aat cag tea gag 200 

Cys Pro Leu Trp Gin Lys Trp Ser Glu Leu Leu Val Asn Gin Ser Glu 

35 40 45 50 

ggt gcc agt get tac att ctg aat tac tta atg tac ate eta tgg gcg 248 

Gly Ala Ser Ala Tyr lie Leu Asn Tyr Leu Met Tyr lie Leu Trp Ala 

55 60 65 

ctg ctg ttt gca ttt ttg get gtc tec ctg gtg cgt gta ttt gca cca 296 

Leu Leu Phe Ala Phe Leu Ala Val Ser Leu Val Arg Val Phe Ala Pro 

70 75 80 

tat gcc tgt ggc tct ggc ata cca gag ata aag acc att ttg age ggc 344 

Tyr Ala Cys Gly Ser Gly lie Pro Glu lie Lys Thr lie Leu Ser Gly 

85 90 95 

ttt ate ate agg ggc tac ttg ggg aag tgg acc ctg eta ate aag aca 392 

Phe lie lie Arg Gly Tyr Leu Gly Lys Trp Thr Leu Leu lie Lys Thr 

100 " 105 110 

gtc acg ctg gtg ctg gta gtg tec tec ggt ctg age ctt ggg aag gaa 440 

Val Thr Leu Val Leu Val Val Ser Ser Gly Leu Ser Leu Gly Lys Glu 

115 120 125 130 

ggg ccg eta gtg cac gtg get tgt tgc tgt ggc aac ttc ttc age age 

Gly Pro Leu Val His Val Ala Cys Cys Cys Gly Asn Phe Phe Ser Ser 

135 140 145 

ctt ttc tec aag tac age aag aat gag ggc aag agg egg gag gtg ctt 536 

Leu Phe Ser Lys Tyr Ser Lys Asn Glu Gly Lys Arg Arg Glu Val Leu 

150 155 160 



488 



tea get gca gcg get get gga gtc tct gtt gcc ttt ggt gca cca att 



584 
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Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Val Ser Val Ala Phe Gly Ala Pro He 

165 170 175 

gga ggc gtg ctt ttc agt eta gaa gag gtc agt tac tac ttt ccc ctg 

Gly Gly Val Leu Phe Ser Leu Glu Glu Val Ser Tyr Tyr Phe Pro Leu 

180 185 190 

aag acc ttg tgg agg tea ttt ttc gca gee ctg gtg gcg gee ttt acg 

Lys Thr Leu Trp Are Ser Phe Phe Ala Ala Leu Val Ala Ala Phe Thr 

195 200 205 210 

ctg aga tec ate aat ccc ttt ggg aat age cgt etc gtt etc ttt tat 

Leu Are Ser He Asn Pro Phe Gly Asn Ser Arg Leu Val Leu Phe Tyr 

215 220 225 

gtg gaa tac cac acg ccc tgg tac atg get gaa etc ttc ccc ttc ate 

Val Glu Tyr His Thr Pro Trp Tyr Met Ala Glu Leu Phe Pro Phe He 

230 235 240 

ctg ctt ggg gtc ttc ggg ggc ttg tgg gga acc etc ttc ate cgc tgc 

Leu Leu Gly Val Phe Gly Gly Leu Trp Gly Thr Leu Phe He Arg Cys 

245 250 255 

aac ate gee tgg tgc agg agg cgc aag acc acc agg ctg ggg aag tac 

Asn He Ala Trp Cys Arg Arg Arg Lys Thr Thr Arg Leu Gly Lys Tyr 

260 ' 265 270 

ccg gtg ctg gag gtc att gtg gtg act gee ate act gee ate att gee 

Pro Val Leu Glu Val He Val Val Thr Ala He Thr Ala He He Ala 

275 280 285 290 



ctg ttc aat gac tgt gga gee ctt gag tct tec cag etc tgt gac tac 
Leu Phe Asn Asp Cys Gly Ala Leu Glu Ser Ser Gin Leu Cys Asp Tyr 
310 315 320 



390 395 400 

tgg ate ate ttc agg aac tgg tgc aga ccc ggt gca gac tgt gtc acg 

Trp He He Phe Arg Asn Trp Cys Arg Pro Gly Ala Asp Cys Val Thr 

405 410 415 

cca ggg ctg tac gca atg gtg gga get gcg gee tgc etc ggt gga gtt 

Pro Gly Leu Tyr Ala Met Val Gly Ala Ala Ala Cys Leu Gly Gly Val 

420 425 430 

acc agg atg acg gtg tea ttg gtg gtc ate atg ttt gaa tta acc ggg 



632 



680 



728 



776 



824 



872 



920 



tac ccc aat ccc tac aca cgc cag age acc age gag etc att tct gag 968 
Tyr Pro Asn Pro Tyr Thr Arg Gin Ser Thr Ser Glu Leu He Ser Glu 
295 300 305 



1016 



ate aat gac ccc aac atg act egg cct gtg gat gac att cca gac egg 1064 

He Asn Asp Pro Asn Met Thr Arg Pro Val Asp Asp He Pro Asp Arg 

325 330 335 

ccg get ggt gtc ggt gtt tac acg gee atg tgg cag ctg gec ctg gca 1112 

Pro Ala Gly Val Gly Val Tyr Thr Ala Met Trp Gin Leu Ala Leu Ala 

340 345 350 

ctg ate ttc aaa ate gtc gtt acc ata ttt acc ttt ggc atg aag ate 1160 

Leu He Phe Lys He Val Val Thr He Phe Thr Phe Gly Met Lys He 

355 360 365 370 

ccg teg ggc etc ttc ate ccc age atg get gtg ggc gcg ata gcg ggc 1208 

Pro Ser Gly Leu Phe He Pro Ser Met Ala Val Gly Ala He Ala Gly 
375 380 385 

agg atg gtg gga att ggc gtg gag cag ctg gee tac cat cac cat gac 1256 

Arg Met Val Gly He Gly Val Glu Gin Leu Ala Tyr His His His Asp 



1304 



1352 



1400 
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Thr Are Met Thr Val Ser Leu Val Val He Met Phe Glu Leu Thr Gly 

435 440 445 450 

ggt ctg gag tac ate gtg ccc ctg atg gcg gcg get gtg ace age aag 

Gly Leu Glu Tyr He Val Pro Leu Met Ala Ala Ala Val Thr Ser Lys 

455 460 465 

tgg gta get gat gca ttt ggg aaa gaa ggc ate tac gag gee cac ate 

Trp Val Ala Asp Ala Phe Gly Lys Glu Gly He Tyr Glu Ala His He 
470 475 480 

cac tta aat ggg tac cct ttc ctt gac gtg aag gac gag ttt act cac 

His Leu Asn Gly Tyr Pro Phe Leu Asp Val Lys Asp Glu Phe Thr His 
485 490 495 



1448 



1496 



1544 



cgc aca ctg gee acc gac gtc atg egg ccc egg egg gga gag ccg cca 1592 

Arg Thr Leu Ala Thr Asp Val Met Arg Pro Arg Arg Gly Glu Pro Pro 
500 505 510 

ctg teg gtg etc acc cag gac age atg act gtc gag gac gtg gag acg 1640 

Leu Ser Val Leu Thr Gin Asp Ser Met Thr Val Glu Asp Val Glu Thr 
515 520 525 530 

etc ate aag gag acc gac tac aac ggc ttc ccc gtg gtg gtc tec aga 

Leu He Lys Glu Thr Asp Tyr Asn Gly Phe Pro Val Val Val Ser Arg 
535 540 545 

gac tec gag cgc etc att gga ttt gec cag agg agg gaa ctg att etc 1736 

Asp Ser Glu Arg Leu He Gly Phe Ala Gin Arg Arg Glu Leu He Leu 
550 555 560 



1688 



gca ata aag aac gee aga cag agg cag gag ggc att gtg age aat tec 1784 
Ala He Lys Asn Ala Arg Gin Arg Gin Glu Gly He Val Ser Asn Ser 
565 570 575 

ate atg tac ttc acg gag gaa ccc ccc gag ctg ccg gee aac age cca 1832 
He Met Tyr Phe Thr Glu Glu Pro Pro Glu Leu Pro Ala Asn Ser Pro 
580 585 590 

cat ccc ctg aag ctg egg cgc ate ctg aac etc age ccg ttt aca gtg 
His Pro Leu Lys Leu Arg Arg He Leu Asn Leu Ser Pro Phe Thr Val 
595 600 605 610 

aca gac cac act ccg atg gaa acg gtg gtg gat ate ttc egg aaa ctg 
Thr Asp His Thr Pro Met Glu Thr Val Val Asp He Phe Arg Lys Leu 
615 620 625 

ggg ctt egg cag tgc ctg gtg acg egg age ggg aga ctt ctt ggc ate 
Gly Leu Arg Gin Cys Leu Val Thr Arg Ser Gly Arg Leu Leu Gly He 
630 635 640 

ate aca aaa aag gat gtt ctg aga cat atg gee cag atg gca aac cag 
He Thr Lys Lys Asp Val Leu Arg His Met Ala Gin Met Ala Asn Gin 
645 * 650 655 

gac ccc gaa tec ate atg ttt aat tag caacaaggtg gcaattattt 
Asp Pro Glu Ser He Met Phe Asn 
660 665 

tcagaaaaac actgactgtg tcatttaaaa agaaataaat gatatgttat tatcccaatg 2131 

aaagatcatg cattggggac agcagaaaca aaagcttttt tggaaaggcg gggaagaagg 2191 

atgaaacctt taaaaacaaa aacaaaaaca tcaatgagta ggcattttat agctttaacc 2251 

ccgtatgagt ttcaagctgt gtttcctaat gagtttgeta ctgctgtggg ggcatgtggg 2311 

tgggtaaatg atgtaaatga tgtgatctgt acaagtatgt ggagcatgaa tgetgactea 2371 



1880 



1928 



1976 



2024 



2071 



- 37 - 

agaaactttt actccttctg ctcaaggctg atgtttgtaa cttatgaaca cacgtgaagt 2431 

gttgagtcca aaagacaaag gggcatcggc atgtcagcgt ccttatttat tggttcttga 2491 

agttttgctg ctatgttact gaatcatact aaagacattt gcgcttactt tgttgaaaaa 2551 

gaaaaagaaa ttaaatttga acacagtgaa agctgca 2588 

<210> 6 
<211> 666 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 6 

Met Thr Asp Leu Lys Glu Gly Val Cys Leu Ser Ala Phe Trp Tyr Ser 

15 10 15 

His Glu Gin Cys Cys Trp Thr Ser Asn Glu Thr Thr Phe Glu Asp Arg 

20 25 30 

Asp Lys Cys Pro Leu Trp Gin Lys Trp Ser Glu Leu Leu Val Asn Gin 

35 40 45 

Ser Glu Gly Ala Ser Ala Tyr He Leu Asn Tyr Leu Met Tyr He Leu 

50 55 60 

Trp Ala Leu Leu Phe Ala Phe Leu Ala Val Ser Leu Val Arg Val Phe 
65 70 75 80 

Ala Pro Tyr Ala Cys Gly Ser Gly He Pro Glu He Lys Thr He Leu 

85 90 95 

Ser Gly Phe He He Arg Gly Tyr Leu Gly Lys Trp Thr Leu Leu He 

100 105 HO 

Lys Thr Val Thr Leu Val Leu Val Val Ser Ser Gly Leu Ser Leu Gly 

115 120 125 

Lys Glu Gly Pro Leu Val His Val Ala Cys Cys Cys Gly Asn Phe Phe 

130 135 140 

Ser Ser Leu Phe Ser Lys Tyr Ser Lys Asn Glu Gly Lys Arg Arg Glu 
145 150 155 160 

Val Leu Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Val Ser Val Ala Phe Gly Ala 

165 170 175 

Pro He Gly Gly Val Leu Phe Ser Leu Glu Glu Val Ser Tyr Tyr Phe 

180 185 190 

Pro Leu Lys Thr Leu Trp Arg Ser Phe Phe Ala Ala Leu Val Ala Ala 

195 200 205 

Phe Thr Leu Arg Ser He Asn Pro Phe Gly Asn Ser Arg Leu Val Leu 

210 215 220 

Phe Tyr Val Glu Tyr His Thr Pro Trp Tyr Met Ala <Glu Leu Phe Pro 
225 230 235 240 

Phe He Leu Leu Gly Val Phe Gly Gly Leu Trp Gly Thr Leu Phe He 

245 250 255. 

Are Cys Asn He Ala Trp Cys Arg Arg Arg Lys Thr Thr Arg Leu Gly 

260 265 270 

Lys Tyr Pro Val Leu Glu Val He Val Val Thr Ala He Thr Ala He 

1 275 280 285 

He Ala Tyr Pro Asn Pro Tyr Thr Arg Gin Ser Thr Ser Glu Leu He 

290 295 300 

Ser Glu Leu Phe Asn Asp Cys Gly Ala Leu Glu Ser Ser Gin Leu Cys 
305 310 315 320 

Asp Tyr He Asn Asp Pro Asn Met Thr Arg Pro Val Asp Asp He Pro 

325 330 335 

Asp Are Pro Ala Gly Val Gly Val Tyr Thr Ala Met Trp Gin Leu Ala 

340 345 350 

Leu Ala Leu He Phe Lys He Val Val Thr He Phe Thr Phe Gly Met 

355 360 365 

Lys He Pro Ser Gly Leu Phe He Pro Ser Met Ala Val Gly Ala He 

370 375 380 

Ala Gly Are Met Val Gly He Gly Val Glu Gin Leu Ala Tyr His His 
385 390 395 400 

His Asp Trp He He Phe Arg Asn Trp Cys Arg Pro Gly Ala Asp Cys 

405 " 410 415 

Val Thr Pro Gly Leu Tyr Ala Met Val Gly Ala Ala Ala Cys Leu Gly 
420 425 430 
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<400> 7 

taaatgtgac ttaataaatg gtgcaaaatt aaattttatt gcttgaggac agacgggcat 60 
aaaggaaggg aaaagacatt taatgtaaag gcaacaacaa caacaacaaa actgtcccgg 120 
atgaggaagg catttaagtc atttcagcca agctgaacac ggagacaggg ggatgacgct 180 
gaacacttgc cccgccccgc ctgcctgcct gtcacccgcc tcgcgatgac gtcacacgac 240 
ctgccgcaga cagccgcgct gaagagagga ggatgatcta ggacgctgtc cgggtggacg 300 
gccacgccgc aagacgcggc cctgcaggag tgactagcac ggtcagggcg ggagccacga 360 
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gcgcctctgg gaacctc atg gac ttc etc gag gag ccc ttc cct gac gtg 

Met Asp Phe Leu Glu Glu Pro Phe Pro Asp Val 
1 5 10 

ggg acc tac gag gac ttc cac acc ata gac tgg ctg agg gaa aag tec 
Gly Thr Tyr Glu Asp Phe His Thr He Asp Trp Leu Arg Glu Lys Ser 
15 20 25 

egg gat acc gac aga cat agg aag ate acc age aaa agt aag gag tct 
Arg Asp Thr Asp Arg His Arg Lys He Thr Ser Lys Ser Lys Glu Ser 
30 35 40 



410 



458 



506 



650 



698 



att tgg gag ttc ate aag age ctg ctg gac gcg tgg teg gga tgg gtg 554 

He Trp Glu Phe He Lys Ser Leu Leu Asp Ala Trp Ser Gly Trp Val 

45 50 55 

gtg atg eta etc att ggg ctg ctg gca ggt acc tta get gga gtc ate 602 

Val Met Leu Leu He Gly Leu Leu Ala Gly Thr Leu Ala Gly Val He 

60 65 70 75 

gat etc get gtg gat tgg atg acg gac etc aag gag ggg gtc tgt ctg 

Asp Leu Ala Val Asp Trp Met Thr Asp Leu Lys Glu Gly Val Cys Leu 

80 85 90 

tec gca ttc tgg tac age cat gaa cag tgc tgt tgg acc tec aac gag 

Ser Ala Phe Trp Tyr Ser His Glu Gin Cys Cys Trp Thr Ser Asn Glu 

95 100 105 

acc act ttt gag gac agg gac aag tgt ccc ctg tgg cag aag tgg tea 746 

Thr Thr Phe Glu Asp Arg Asp Lys Cys Pro Leu Trp Gin Lys Trp Ser 

110 115 120 

gag ctt ctt ctg age cag tea gag ggc gee age get tac att ctg aat 794 

Glu Leu Leu Leu Ser Gin Ser Glu Gly Ala Ser Ala Tyr He Leu Asn 

125 130 135 

tac tta atg tac att eta tgg gcg ttg ctg ttt gca ttt ctg get gtc 

Tyr Leu Met Tyr He Leu Trp Ala Leu Leu Phe Ala Phe Leu Ala Val 

140 145 150 .155 

tec ctg gta cgt gtg ttc gca ccg tat gee tgt ggc tct ggc ata ccc 

Ser Leu Val Arg Val Phe Ala Pro Tyr Ala Cys Gly Ser Gly He Pro 

160 165 170 

gag ata aag act att ttg agt ggc ttt ate ate agg ggc tac ttg ggg 

Glu He Lys Thr He Leu Ser Gly Phe He He Arg Gly Tyr Leu Gly 

175 180 185 

aaa tgg act ctt eta ate aag act gtc acc etc gtg etc gtc gta tec 986 

Lys Trp Thr Leu Leu He Lys Thr Val Thr Leu Val Leu Val Val Ser 

190 195 200 

tct ggc ctg age ctt ggc aaa gag ggc cca ctg gtg cat gtg gca tgt 1034 

Ser Gly Leu Ser Leu Gly Lys Glu Gly Pro Leu Val His Val Ala Cys 

205 210 215 



842 



890 



938 



tgc tgt ggc aac ttc ttc age age ctt ttc tec aag tat age aag aat 1082 

Cys Cys Gly Asn Phe Phe Ser Ser Leu Phe Ser Lys Tyr Ser Lys Asn 
220 225 230 235 

gaa ggc aag agg cgt gag gtg ctt tea get gca get get get ggt gtc 1130 

Glu Gly Lys Arg Arg Glu Val Leu Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Val 

240 245 250 

tct gtg gee ttt ggt get ccg ata gga ggt gtg etc ttc agt eta gag 1178 

Ser Val Ala Phe Gly Ala Pro He Gly Gly Val Leu Phe Ser Leu Glu 

255 260 265 



gag gtc agt tac tac ttt ccc ttg aaa acc ttg tgg agg tea ttc ttt 



1226 
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Glu Val Ser Tyr Tyr Phe Pro Leu Lys Thr Leu Trp Arg Ser Phe Phe 

270 ' 275 280 

cga gcc ctg gtg get gec ttc aca ctg cgc tec ate aac ccc ttt gga 1274 

Arg Ala Leu Val Ala Ala Phe Thr Leu Arg Ser He Asn Pro Phe Gly 

285 290 295 

aat ace ccc ctg gtt etc ttt tac gtg gag tat cat aca ccc tgg tac 1322 

Asn Ser Arg Leu Val Leu Phe Tyr Val Glu Tyr His Thr Pro Trp Tyr 

300 305 310 315 

atg get gaa etc ttc cct ttc ate ctg ctt gga gtc ttt ggg ggt tta 

Met Ala Glu Leu Phe Pro Phe He Leu Leu Gly Val Phe Gly Gly Leu 
320 325 330 

tgg gga ace etc ttc aca cgc tgc aac att get tgg tgc agg agg cgt 

Trp Gly Thr Leu Phe Thr Arg Cys Asn He Ala Trp Cys Arg Arg Arg 
335 340 345 

aag ace acc agg ctg ggc agg tac cca gtg ttg gag gtt att gcg gtg 

Lys Thr Thr Arg Leu Gly Arg Tyr Pro Val Leu Glu Val He Ala Val 

350 355 360 

aca gcc gtc acc gcc ate gtg gcc tac ccc aat ccc tac act cgc cag 

Thr Ala Val Thr Ala He Val Ala Tyr Pro Asn Pro Tyr Thr Arg Gin 

365 370 375 

age acc agt gag etc ate tct gag etc ttc aac gat tgt ggg get etc 1562 

Ser Thr Ser Glu Leu He Ser Glu Leu Phe Asn Asp Cys Gly Ala Leu 

380 385 390 395 

gag tct tct cag etc tgt gac tac ate aac gac ccc aac atg act egg 1610 

Glu Ser Ser Gin Leu Cys Asp Tyr He Asn Asp Pro Asn Met Thr Arg 

400 ~ 405 410 

cct gtg gat gac att ccg gac egg ccg get ggg gtt gga gtt tac aca 1658 

Pro Val Asp Asp He Pro Asp Arg Pro Ala Gly Val Gly Val Tyr Thr 
415 420 425 



gcc atg tgg cag ctg gcc ttg gca ctg tac ttc aaa ata gtc att act 
Ala Met Trp Gin Leu Ala Leu Ala Leu Tyr Phe Lys He Val He Thr 
430 435 440 



agg cct gga gcg gac tgt gtc aca cca ggg ctt tat gcg atg gtg gga 
Arg Pro Gly Ala Asp Cys Val Thr Pro Gly Leu Tyr Ala Met Val Gly 
495 * 500 505 



gtc att atg ttt gaa ctg act gga ggt ctg gag tat att gta ccc eta 

Val He Met Phe Glu Leu Thr Gly Gly Leu Glu Tyr He Val Pro Leu 

525 530 535 

atg gca get get gtc acc age aag tgg gtg get gat gcc ttt ggg aaa 



1370 



1418 



1466 



1514 



1706 



ata ttt acc ttt ggc atg aag att ccc tea ggt etc ttc ate ccc agt 1754 
He Phe Thr Phe Gly Met Lys He Pro Ser Gly Leu Phe He Pro Ser 
445 450 455 

atg get gtc gga gcc atg gca ggc egg atg gtg gga ate ggt gtg gag 
Met Ala Val Gly Ala Met Ala Gly Arg Met Val Gly He Gly Val Glu 
460 465 470 475 



1802 



cag ctg gcc tac cat cac cat gac tgg ate ate ttc agg aac tgg tgc 1850 
Gin Leu Ala Tyr His His His Asp Trp He He Phe Arg Asn Trp Cys 
480 485 490 



1898 



get gca gcc tgt eta ggt ggg gtg act agg atg aca gtg tct eta gtg 1946 
Ala Ala Ala Cys Leu Gly Gly Val Thr Arg Met Thr Val Ser Leu Val 
510 515 520 



1994 



2042 
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Met Ala Ala Ala Val Thr Ser Lys Trp Val Ala Asp Ala Phe Gly Lys 
540 545 550 555 

gaa ggg att tat gaa gcc cac ate cat ctg aat ggg tac cca ttt ctt 
Glu Gly lie Tyr Glu Ala His lie His Leu Asn Gly Tyr Pro Phe Leu 
560 565 570 



605 610 615 

ggc ttt cct gtg etc gtc tec aga gac teg gag cgt etc ate ggg ttt 

Gly Phe Pro Val Leu Val Ser Arg Asp Ser Glu Arg Leu lie Gly Phe 

620 625 630 635 

gcc cag agg egg gag eta ate ttg get ata aaa aat gcc agg cag agg 

Ala Gin Arg Arg Glu Leu lie Leu Ala lie Lys Asn Ala Arg Gin Arg 

640 645 650 

caa gag ggc att gtg age aat tec ate atg tac ttc aca gag gag cct 

Gin Glu Gly lie Val Ser Asn Ser lie Met Tyr Phe Thr Glu Glu Pro 
655 660 665 

cct gag ctg cct gcc aac age cca cat cca ctg aag ctg agg cgc att 

Pro Glu Leu Pro Ala Asn Ser Pro His Pro Leu Lys Leu Arg Arg lie 
670 675 680 

ttc aac ctg age cct ttc acg gtc aca gat cac ace ccc atg gag acg 

Phe Asn Leu Ser Pro Phe Thr Val Thr Asp His Thr Pro Met Glu Thr 
685 690 695 

gtg gtg gac att ttc egg aaa ctg ggg etc cga caa tgc ctg gtg aca 

Val Val Asp lie Phe Arg Lys Leu Gly Leu Arg Gin Cys Leu Val Thr 

700 705 710 715 



2090 



gat gtg aag gat gag ttc ace cac cgt acg ctg gcc act gat gtg atg 2138 

Asp Val Lys Asp Glu Phe Thr His Arg Thr Leu Ala Thr Asp Val Met 
575 580 585 

egg ccc egg agg gag gaa ccg cca tta teg gta eta ace cag gac age 2186 

Arg Pro Arg Arg Glu Glu Pro Pro Leu Ser Val Leu Thr Gin Asp Ser 

590 595 600 

atg act gtg gag gac gtg gag act etc ate aag gag aca gac tac aac 2234 

Met thr Val Glu Asp Val Glu Thr Leu He Lys Glu Thr Asp Tyr Asn 



2282 



2330 



2378 



2426 



2474 



2522 



egg agt ggg aga ctt ctt ggg ate ate aca aaa aag gat gtt ctg aga 2570 
Arg Ser Gly Arg Leu Leu Gly He He Thr Lys Lys Asp Val Leu Arg 
720 725 730 

cac atg gcc cag atg gca aac cag gac cct gaa tec ate atg ttt aat 2618 
His Met Ala Gin Met Ala Asn Gin Asp Pro Glu Ser He Met Phe Asn 
735 740 745 

tag cactaagatg ggcattattt tgagaagtca ataattatat catttttaaa 2671 

gaaataacca agtgatatat tatgatccta atgaaaaaac ttgcactgaa ggcaaaaaaa 2731 
aaaaaaaa 2739 



<210> 8 
<211> 747 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 8 
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15 10 15 

Phe His Thr He Asp Trp Leu Arg Glu Lys Ser Arg Asp Thr Asp Arg 
20 25 30 
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<400> 9 

gtccagagtg gcagtaaagg aggaag atg gcg ggg tgc agg ggg tct ctg tgc 53 

Met Ala Gly Cys Arg Gly Ser Leu Cys 
1 5 

tgc tgc tgc agg tgg tgc tgc tgc tgc ggt gag cgt gag acc cgc acc 101 
Cys Cys Cys Arg Trp Cys Cys Cys Cys Gly Glu Arg Glu Thr Arg Thr 
10 15 20 25 

ccc gag gag ctg acc ate ctt gga gaa aca cag gag gag gag gat gag 149 
Pro Glu Glu Leu Thr He Leu Gly Glu Thr Gin Glu Glu Glu Asp Glu 
30 35 40 

att ctt cca agg aaa gac tat gag agt ttg gat tat gat cgc tgt ate 197 
He Leu Pro Arg Lys Asp Tyr Glu Ser Leu Asp Tyr Asp Arg Cys He 
45 * " 50 55 

aat gac cct tac ctg gaa gtt ttg gag acc atg gat aat aag aaa ggt 245 
Asn Asp Pro Tyr Leu Glu Val Leu Glu Thr Met Asp Asn Lys Lys Gly 
60 65 70 



cga aga tat gag gcg gtg aag tgg atg gtg gtg ttt gec att gga gtc 
Are Arg Tyr Glu Ala Val Lys Trp Met Val Val Phe Ala He Gly Val 
75 80 85 



293 
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tgc act ggc ctg gtg ggt etc ttt gtg gac ttt ttt gtg cga etc ttc 341 
Cys Thr Gly Leu Val Gly Leu Phe Val Asp Phe Phe Val Arg Leu Phe 
90 95 100 105 



437 



485 



acc caa etc aag ttc gga gtg gta cag aca teg gtg gag gag tgc age 389 

Thr Gin Leu Lys Phe Gly Val Val Gin Thr Ser Val Glu Glu Cys Ser 

110 115 120 

cag aaa ggc tgc etc get ctg tct etc ctt gaa etc ctg ggt ttt aac 

Gin Lys Gly Cys Leu Ala Leu Ser Leu Leu Glu Leu Leu Gly Phe Asn 
125 130 135 

etc acc ttt gtc ttc ctg gca age etc ctt gtt etc att gag ccg gtg 

Leu Thr Phe Val Phe Leu Ala Ser Leu Leu Val Leu He Glu Pro Val 
140 145 150 

gca gca ggt tec ggg ata ccc gag gtc aaa tgc tat ctg aat ggc gta 533 

Ala Ala Gly Ser Gly He Pro Glu Val Lys Cys Tyr Leu Asn Gly Val 
155 160 165 

aag gtg cca gga ate gtc cgt etc egg acc ctg etc tgc aag gtc ctt 581 

Lys Val Pro Gly He Val Arg Leu Arg Thr Leu Leu Cys Lys Val Leu 
170 175 180 185 

gga gtg ctg ttc agt gtg get gga ggg etc ttc gtg ggg aag gaa ggc 629 

Gly Val Leu Phe Ser Val Ala Gly Gly Leu Phe Val Gly Lys Glu Gly 

190 195 200 

ccc atg ate cac agt ggt teg gtg gtg gga get ggc etc cct cag ttt 677 

Pro Met He His Ser Gly Ser Val Val Gly Ala Gly Leu Pro Gin Phe 
205 210 215 

cag age ate tec tta egg aag ate cag ttt aac ttc ccc tat ttc cga 725 

Gin Ser He Ser Leu Arg Lys He Gin Phe Asn Phe Pro Tyr Phe Arg 
220 225 230 



age gac aga gac aag aga gac ttt gta tea gca gga gcg get get gga 773 

Ser Asp Arg Asp Lys Arg Asp Phe Val Ser Ala Gly Ala Ala Ala Gly 
235 ' 240 245 

gtt get gca get ttc ggg gcg cca ate ggg ggt acc ttg ttc agt eta 821 

Val Ala Ala Ala Phe Gly Ala Pro He Gly Gly Thr Leu Phe Ser Leu 

250 255 260 265 

gag gag ggt teg tec ttc tgg aac caa ggg etc acg tgg aaa gtg etc 869 

Glu Glu Gly Ser Ser Phe Trp Asn Gin Gly Leu Thr Trp Lys Val Leu 

270 275 280 

ttt tgt tec atg tct gee acc ttc acc etc aac ttc ttc cgt tct ggg 917 

Phe Cys Ser Met Ser Ala Thr Phe Thr Leu Asn Phe Phe Arg Ser Gly 

285 290 295 

att cag ttt gga age tgg ggt tec ttc cag etc cct gga ttg ctg aac 965 

He Gin Phe Gly Ser Trp Gly Ser Phe Gin Leu Pro Gly Leu Leu Asn 
300 305 310 

ttt ggc gag ttt aag tgc tct gac tct gat aaa aaa tgt cat etc tgg 1013 

Phe Gly Glu Phe Lys Cys Ser Asp Ser Asp Lys Lys Cys His Leu Trp 
-315 320 325 

aca get atg gat ttg ggt ttc ttc gtc gtg atg ggg gtc att ggg ggc 1061 

Thr Ala Met Asp Leu Gly Phe Phe Val Val Met Gly Val He Gly Gly 

330 335 340 345 

etc ctg gga gec aca ttc aac tgt ctg aac aag agg ctt gca aag tac 1109 

Leu Leu Gly Ala Thr Phe Asn Cys Leu Asn Lys Arg Leu Ala Lys Tyr 

350 355 360 

cgt atg cga aac gtg cac ccg aaa cct aag etc gtc aga gtc tta gag 1157 
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Are Met Are Asn Val His Pro Lys Pro Lys Leu Val Arg Val Leu Glu 

365 370 375 

age etc ctt gtg tct ctg gta ace ace gtg gtg gtg ttt gtg gee teg 

Ser Leu Leu Val Ser Leu Val Thr Thr Val Val Val Phe Val Ala Ser 

380 385 390 



gtc eta aaa age tac att gga ttg ggc cac ate tat teg ggg ace ttt 
Val Leu Lys Ser Tyr He Gly Leu Gly His He Tyr Ser Gly Thr Phe 
510 515 520 

gee ctg att ggt gca gcg get ttc ttg ggc ggg gtg gtc cgc atg ace 
Ala Leu He Gly Ala Ala Ala Phe Leu Gly Gly Val Val Arg Met Thr 
525 530 535 



1205 



atg gtg tta gga gaa tgc cga cag atg tec tct teg agt caa ate ggt 1253 

Met Val Leu Gly Glu Cys Arg Gin Met Ser Ser Ser Ser Gin He Gly 
395 400 405 

aat gac tea ttc cag etc cag gtc aca gaa gat gtg aat tea agt ate 1301 

Asn Asp Ser Phe Gin Leu Gin Val Thr Glu Asp Val Asn Ser Ser He 

410 415 420 425 

aag aca ttt ttt tgt ccc aat gat acc tac aat gac atg gee aca etc 

Lys Thr Phe Phe Cys Pro Asn Asp Thr Tyr Asn Asp Met Ala Thr Leu 

430 435 440 

ttc ttc aac ccg cag gag tct gee ate etc cag etc ttc cac cag gat 

Phe Phe Asn Pro Gin Glu Ser Ala He Leu Gin Leu Phe His Gin Asp 
445 450 455 

ggt act ttc age ccc gtc act ctg gee ttg ttc ttc gtt etc tat ttc 

Gly Thr Phe Ser Pro Val Thr Leu Ala Leu Phe Phe Val Leu Tyr Phe 
460 465 470 

ttg ctt gca tgt tgg act tac ggc att tct gtt cca agt ggc ctt ttt 

Leu Leu Ala Cys Trp Thr Tyr Gly He Ser Val Pro Ser Gly Leu Phe 
475 480 485 

gtg cct tct ctg ctg tgt gga get get ttt gga cgt tta gtt gee aat 1541 

Val Pro Ser Leu Leu Cys Gly Ala Ala Phe Gly Arg Leu Val Ala Asn 

490 495 500 505 



1349 



1397 



1445 



1493 



1589 



1637 



ate age etc acg gtc ate ctg ate gag tec acc aat gag ate acc tac 1685 
He Ser Leu Thr Val He Leu He Glu Ser Thr Asn Glu He Thr Tyr 
540 545 550 

ggg etc ccc ate atg gtc aca ctg atg gtg gee aaa tgg aca ggg gac 1733 
Gly Leu Pro He Met Val Thr Leu Met Val Ala Lys Trp Thr Gly Asp 
555 560 565 

ttt ttc aat aag ggc att tat gat ate cac gtg ggc ctg cga ggc gtg 1781 
Phe Phe Asn Lys Gly He Tyr Asp He His Val Gly Leu Arg Gly Val 
570 575 580 585 

ccg ctt ctg gaa tgg gag aca gag gtg gaa atg gac aag ctg aga gee 1829 
Pro Leu Leu Glu Trp Glu Thr Glu Val Glu Met Asp Lys Leu Arg Ala 
590 595 600 

age gac ate atg gag ccc aac ctg acc tac gtc tac ccg cac acc cgc 1877 
Ser Asp He Met Glu Pro Asn Leu Thr Tyr Val Tyr Pro His Thr Arg 
605 610 615 

ate cag tct ctg gtg age ate ctg cgc acc acg gtc cac cat gee ttc 1925 
He Gin Ser Leu Val Ser He Leu Arg Thr Thr Val His His Ala Phe 
620 625 630 

ccg gtg gtc aca gag aac cgc ggt aac gag aag gag ttc atg aag ggc 1973 
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Pro Val Val Thr Glu Asn Arg Gly Asn Glu Lys Glu Phe Met Lys Gly 

635 640 645 

aac cag etc ate age aac aac ate aag ttc aag aaa tec age ate etc 

Asn Gin Leu lie Ser Asn Asn lie Lys Phe Lys Lys Ser Ser lie Leu 

650 655 660 665 

ace egg get ggc gag cag cgc aaa egg age cag tec atg aag tec tac 

Thr Arg Ala Gly Glu Gin Arg Lys Arg Ser Gin Ser Met Lys Ser Tyr 

670 675 680 



tgg ace atg gag gag egg ttc cgc cct ctg acc ttc cac ggc ctg ate 
Trp Thr Met Glu Glu Arg Phe Arg Pro Leu Thr Phe His Gly Leu He 
730 735 740 745 

ctt egg teg cag ctt gtc acc ctg ctt gtc cga gga gtt tgt tac tct 
Leu Arg Ser Gin Leu Val Thr Leu Leu Val Arg Gly Val Cys Tyr Ser 
750 755 760 



2021 



2069 



cca tec age gag eta egg aac atg tgt gat gag cac ate gee tct gag 2117 

Pro Ser Ser Glu Leu Arg Asn Met Cys Asp Glu His He Ala Ser Glu 

685 690 695 

gag cca gee gag aag gag gac etc ctg cag cag atg ctg gaa agg aga 2165 

Glu Pro Ala Glu Lys Glu Asp Leu Leu Gin Gin Met Leu Glu Arg Arg 

700 705 710 

tac act ccc tac ccc aac eta tac cct gac cag tec cca agt gaa gac 2213 

Tyr Thr Pro Tyr Pro Asn Leu Tyr Pro Asp Gin Ser Pro Ser Glu Asp 

715 720 725 



2261 



2309 



gaa age cag teg age gee age cag ccg cgc etc tec tat gee gag atg 2357 
Glu Ser Gin Ser Ser Ala Ser Gin Pro Arg Leu Ser Tyr Ala Glu Met 
765 770 775 

gec gag gac tac ccg egg tac ccc gac ate cac gac ctg gac ctg acg 2405 
Ala Glu Asp Tyr Pro Arg Tyr Pro Asp He His Asp Leu Asp Leu Thr 
780 785 790 

ctg etc aac ccg cgc atg ate gtg gat gtc acc cca tac atg aac cct 2453 
Leu Leu Asn Pro Arg Met He Val Asp Val Thr Pro Tyr Met Asn Pro 
795 800 805 

teg cct ttc acc gtc teg ccc aac acc cac gtc tec caa gtc ttc aac 
Ser Pro Phe Thr Val Ser Pro Asn Thr His Val Ser Gin Val Phe Asn 
810 815 820 825 

ctg ttc aga acg atg ggc ctg cgc cac ctg ccc gtg gtg aac get gtg 
Leu Phe Arg Thr Met Gly Leu Arg His Leu Pro Val Val Asn Ala Val 
830 835 840 

aga gag ate gtg ggg ate ate aca egg cac aac etc acc tat gaa ttt 
Gly Glu He Val Gly He He Thr Arg His Asn Leu Thr Tyr Glu Phe 
845 ' 850 855 

ctg cag gee egg ctg agg cag cac tac cag acc ate tga cagcccagcc 
Leu Gin Ala Arg Leu Arg Gin His Tyr Gin Thr He 

860 865 870 

caccctctcc tggtgctgcc tggggaggca aatcatgetc actccggcgg gcacagctgg 2706 

ctggggctgt teeggggcat ggaagattcc cagttaccca ctcactcaga aagcegggag 2766 

teateggaca ccttgctggt cagaggccct gggggtggtt ttgaaccatc agagcttgga 2826 

cttttctgac ttccccagca aggatcttcc cacttcctgc tccctgtgtt cccaccctcc 2886 

agtgttggca caggcccacc cctggctcca ccagagccag aagcagaggt agaatcaggc 2946 



2501 



2549 



2597 



2646 
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gggccccggg ctgcactccg agcagtgttc ctggccatct ttgctacttt cctagagaac 3006 
ccggctgttg ccttaaatgt gtgagaggga cttggccaag gcaaaagctg gggagatgcc 3066 
agtgacaaca tacagttcat gactaggttt aggaattggg cactgagaaa attctcaata 3126 
tttcagagag tccttccctt atttgggact cctaacac'gg tatcctcgct agtttgtttt 3186 
aagggaaaca ctctgctcct gggtgtgagc agaggctctg gtcttgccct gtggtttgac 3246 
tctccttaga accaccgccc accagaaaca taaaggatta aaatcacact aataacccct 3306 
ggatggtcaa tctgataata ggatcagatt tacgtctacc ctaattctta acattgcagc 3366 
tttctctcca tctgcagatt attcccagtc tcccagtaac acgtttctac ccagatcctt 3426 
tttcatttcc ttaagttttg atctccgtct tcctgatgaa gcaggcagag ctcagaggat 3486 
cttggcatca cccaccaaag ttagctgaaa gcagggcact cctggataaa gcagcttcac 3546 
tcaactctgg ggaatgctac catttttttt ccaaagtaga aaggaagcac ttctgagcca 3606 
gtgaccactg aaaggtatgt gctatgataa agcagatggc ctatttgagg aagagggtgt 3666 
ctgcccttca caaacacctc tctctcccct gcactagctg tcccaagctt acatacagag 3726 
gcccttcagg agggcctcct gtgccgcagg gagggtgcgt ggggaagatg cttcctgcca 3786 
gcacgtgcct gaaggtttca catgaagcat gggaagcgca ccctgtcgtt cagtgacgtc 3846 
attcttctcc aggctggccc gccccctctg actaggcacc caaagtgagc atctgggcat 3906 
tgggcattca tgcttatctt cccccacctt ctacatggta tcagtcccag caggcatccc 3966 
tggggcagac gtgctttggc tcaagatggc cttcatttac gtttagtttt ttttaaaacc 4026 
gtggaggttg cccacgggcc tcggcacctg gccctggcag cacagctctc aggcccagcc 4086 
ctgggcgacc tccttggcca agtctgcctt tcaccctggg gtgagcatca gtcctggctc 4146 
tgctggtcca gatcttgcgc tcagcacact ctagggaata attccactcc agagatgggg 4206 
ctgcttcaag gtcttttcta gctgattgtg gcccctccat tttccccatt ttcttatctc 4266 
cctgaccaaa attgctttga cttctaaatg tttctgcttc ccagaatgca cctgacttat 4326 
gaaatgggga taatactccc aggaaatagc gcaggacatc acaaggacca aaaaggcaat 4386 
tcttatttaa atgttactat ttggccagct gctgctgtgt tttatggcag tgttcagagc 4446 
ttgatcacgt tatttcttcc ttttattaag aaggaagcca attgtccaag tcaggagaat 4506 
ggtgtgatca cctgtcacag acactttgtc ccctctcccc gccccttcct ggagctggca 4566 
gagctaacgc cctgcaggag gaccccggcc tctcgagggc tggatcagca gccgcctgcc 4626 
ctgaggctgc cccggtgaat gttattggaa ttcatccctc gtgcacatcc tgttgtgttt 4686 
aagtcaccag atattttgtt cccatcagtt tagcccagag atagacagta gaatgcaaat 4746 
acctccctcc cctaaactga ctggacggct gccaaggagg ccccaaaccc aggccccatg 4806 
caaaggcacg tggtttcctt ttctcctctc tctgcatctg cgctttccag ataagcccaa 4866 
agacagcaac ttctccactc atgacaaatc aactgtgacc ctcgctcctt ccatttctgt 4926 
ccattagaaa ccagcctttt cagcatctca cccattagca gccccatcac ccagtgatca 4986 
gtcgcctcag taaagcagat ctgtggatgg ggagcctacg ggtggtaaga agtggtgttt 5046 
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tgtgtttcat 


ctccagcttg 


gtgttccatg 


gCCCCLdggC 


& d && L 6 el LLd 


BfecS^a L &&56 


5106 


ccaatgggcc 


cccggccc tg 


gt-tctgggac 


U L. LgLgL Lgd 


o <y cr a 1~ c* a t" t" 


gctcctgacc 


5166 


t tgattaac t 


taacag ttc c 




g^QLaL. L. U l_ V_ 




ccactetatf? 


5226 


gcatttgtga 


Lgcagaatua 


t" nrarh cj a r* a 

L. C, I— CI L- CUV< u 




tcacae&aaa 


ecctttceae 


5286 


aggcccaagg 


tggcctcgcc 


agccctgcag 


tattgatgtg 


c agtat tgca 


ccacagc tc t 


^ 1 L ft 


gcggaccttg 


gccattgccg 


cagtcgcagc 


ttcctttttt 


ctgtttgcac 


tgtttgtttg 


5406 


tatgatgtta* 


gctaattcca 


ctgtgtatat 


aaattgtatt 


ttttttaatt 


tgtaaaatgc 


5466 


tatttttatt 


tgaacctttg 


gaacttggga 


gttctcattg 


taaccctaac 


atgtgagaat 


5526 


aaaatgtctt 


ctgtc 










5541 



<210> 10 
<211> 869 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 10 



Met 


Ala 


Gly 


Cys 


Arg 


Gly 


Ser 


Leu 


Cys 


Cys 


Cys 


Cys 


Arg 


Trp 


Cys 


Cys 


1 




5 




















1 S 




Cys 


Cys 


vjj.y 


Pin 


Arg 


blU 


TVs r 


Arg 


Th r 




Glu 


Glu 


Leu 


Thr 


He 


Leu 










25 










30 






Gly 


Glu 


Thr 


Gin 


Glu 


Glu 


Glu 


Asp 


Glu 


lie 


Leu 


Pro 


Arg 


Lys 


Asp 


Tyr 
























45 






Val 


Glu 


Ser 


Leu 


Asp 


Tyr 


Asp 


Are 


Cys 


He 


Asn 


Asp 

r 


Pro 


Tyr 


Leu 


Glu 




50 






55 










60 










Leu 


Glu 


Thr 


Met 


Asp 


Asn 


Lys 


Lys 


Gly 


Arg 


Arg 


Tyr 


Glu 


Ala 


Val 


Lys 


65 








70 








75 










80 


Trp 


Met 


Val 


Val 


Phe 


Ala 


He 


Gly 


Val 


Cys 


Thr 


Gly 


Leu 


Val 


Gly 


Leu 








85 








90 










95 




Phe 


Val 


Asp 


Phe 


Phe 


Val 


Arg 


Leu 


Phe 


Thr 


Gin 


Leu 


Lys 


Phe 


Gly 


Val 






100 








105 










110 






Val 


Gin 


Thr 
115 


Ser 


Val 


Glu 


Glu 


Cys 
120 


Ser 


Gin 


Lys 


Gly 


Cys 
125 


Leu 


Ala 


Leu 


Ser 


Leu 
130 


Leu 


Glu 


Leu 


Leu 


Gly 
135 


Phe 


Asn 


Leu 


Thr 


Phe 
140 


Val 


Phe 


Leu 


Ala 


Ser 


Leu 


Leu 


Val 


Leu 


He 


Glu 


Pro 


Val 


Ala 


Ala 


Gly 


Ser 


Gly 


He 


Pro 


145 










150 










155 








160 


Glu 


Val 


Lys 


Cys 


Tyr 


Leu 


Asn 


Gly 


Val 


Lys 


Val 


Pro 


Gly 


He 


Val 


Arg 






165 








170 










175 




Leu 


Arg 


Thr 


Leu 


Leu 


Cys 


Lys 


Val 


Leu 


Gly 


Val 


Leu 


Phe 


Ser 


Val 


Ala 






180 






185 










190 






Gly 


Gly 


Leu 


Phe 


Val 


Gly 


Lys 


Glu 


Gly 


Pro 


Met 


He 


His 


Ser 


Gly 


Ser 


195 








200 










205 








Val 


Val 


Gly 


Ala 


Gly 


Leu 


Pro 


Gin 


Phe 


Gin 


Ser 


He 


Ser 


Leu 


Arg 


Lys 




210 






215 










220 










He 


Gin 


Phe 


Asn 


Phe 


Pro 


Tyr 


Phe 


Arg 


Ser 


Asp 


Arg 


Asp 


Lys 


Arg 


Asp 


225 










230 






235 










240 


Phe 


Val 


Ser 


Ala 


Gly 


Ala 


Ala 


Ala 


Gly 


Val 


Ala 


Ala 


Ala 


Phe 


Gly 


Ala 










245 








250 










255 




Pro 


He 


Gly 


Gly 


Thr 


Leu 


Phe 


Ser 


Leu 


Glu 


Glu 


Gly 


Set- 


Ser 


Phe 


Trp 






260 










265 










270 






Asn 


Gin 


Gly 


Leu 


Thr 


Trp 


Lys 


Val 


Leu 


Phe 


Cys 


Ser 


Met 


Ser 


Ala 


Thr 






275 






280 










285 








Phe 


Thr 
290 


Leu 


Asn 


Phe 


Phe 


Arg 
295 


Ser 


Gly 


He 


Gin 


Phe 
300 


Gly 


Ser 


Trp 


Gly 


Ser 


Phe 


Gin 


Leu 


Pro 


Gly 


Leu 


Leu 


Asn 


Phe 


Gly 


Glu 


Phe 


Lys 


Cys 


Ser 


305 










310 










315 










320 


Asp 


Ser 


Asp 


Lys 


Lys 


Cys 


His 


Leu 


Trp 


Thr 


Ala 


Met 


Asp 


Leu 


Gly 


Phe 






325 










330 










335 




Phe 


Val 


Val 


Met 


Gly 


Val 


He 


Gly 


Gly 


Leu 


Leu 


Gly 


Ala 


Thr 


Phe 


Asn 








340 






345 










350 
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Cys Leu Asn Lys Arg Leu Ala Lys Tyr Arg Met Arg Asn Val His Pro 

355 360 365 

Lys Pro Lys Leu Val Arg Val Leu Glu Ser Leu Leu Val Ser Leu Val 

370 375 380 

Thr Thr Val Val Val Phe Val Ala Ser Met Val Leu Gly Glu Cys Arg 
385 390 395 400 

Gin Met Ser Ser Ser Ser Gin lie Gly Asn Asp Ser Phe Gin Leu Gin 

405 410 415 

Val Thr Glu Asp Val Asn Ser Ser lie Lys Thr Phe Phe Cys Pro Asn 

420 425 430 

Asp Thr Tyr Asn Asp Met Ala Thr Leu Phe Phe Asn Pro Gin Glu Ser 

435 440 445 

Ala He Leu Gin Leu Phe His Gin Asp Gly Thr Phe Ser Pro Val Thr 

450 455 460 

Leu Ala Leu Phe Phe Val Leu Tyr Phe Leu Leu Ala Cys Trp Thr Tyr 
465 470 475 480 

Gly He Ser Val Pro Ser Gly Leu Phe Val Pro Ser Leu Leu Cys Gly 

485 490 495 

Ala Ala Phe Gly Arg Leu Val Ala Asn Val Leu Lys Ser Tyr He Gly 
500 505 510 

1 Leu Gly His He Tyr Ser Gly Thr Phe Ala Leu He Gly Ala Ala Ala 

(Jk 515 ' 520 525 

MS» Phe Leu Gly Gly Val Val Arg Met Thr He Ser Leu Thr Val He Leu 

v 530 535 540 

He Glu Ser Thr Asn Glu He Thr Tyr Gly Leu Pro He Met Val Thr 
545 550 555 560 

Leu Met Val Ala Lys Trp Thr Gly Asp Phe Phe Asn Lys Gly He Tyr 

565 570 - 575 

Asp He His Val Gly Leu Arg Gly Val Pro Leu Leu Glu Trp Glu Thr 

580 585 590 

Glu Val Glu Met Asp Lys Leu Arg Ala Ser Asp He Met Glu Pro Asn 

595 ' 600 605 

Leu Thr Tyr Val Tyr Pro His Thr Arg He Gin Ser Leu Val Ser He 

610 * 615 620 

Leu Arg Thr Thr Val His His Ala Phe Pro Val Val Thr Glu Asn Arg 
625 630 635 640 

Gly Asn Glu Lys Glu Phe Met Lys Gly Asn Gin Leu He Ser Asn Asn 

645 650 655 

He Lys Phe Lys Lys Ser Ser He Leu Thr Arg Ala Gly Glu Gin Arg 

660 665 670 

Lys Arg Ser Gin Ser Met Lys Ser Tyr Pro Ser Ser Glu Leu Arg Asn 

675 680 685 

Met Cys Asp Glu His He Ala Ser Glu Glu Pro Ala Glu Lys Glu Asp 
690 695 700 

( rJL Leu Leu Gin Gin Met Leu Glu Arg Arg Tyr Thr Pro Tyr Pro Asn Leu 

5 ! 705 710 715 720 

Wk Tyr Pro Asp Gin Ser Pro Ser Glu Asp Trp Thr Met Glu Glu Arg Phe 

^ y 725 730 735 

Arg Pro Leu Thr Phe His Gly Leu He Leu Arg Ser Gin Leu Val Thr 

740 745 750 

Leu Leu Val Arg Gly Val Cys Tyr Ser Glu Ser Gin Ser Ser Ala Ser 

755 760 765 

Gin Pro Arg Leu Ser Tyr Ala Glu Met Ala Glu Asp Tyr Pro Arg Tyr 

770 " 775 780 

Pro Asp He His Asp Leu Asp Leu Thr Leu Leu Asn Pro Arg Met He 
785 790 795 800 

Val Asp Val Thr Pro Tyr Met Asn Pro Ser Pro Phe Thr Val Ser Pro 

805 810 815 

Asn Thr His Val Ser Gin Val Phe Asn Leu Phe Arg Thr Met Gly Leu 

820 825 830 

Arg His Leu Pro Val Val Asn Ala Val Gly Glu He Val Gly He He 

835 840 845 

Thr Arg His Asn Leu Thr Tyr Glu Phe Leu Gin Ala Arg Leu Arg Gin 

850 855 860 

His Tyr Gin Thr He 
865 
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<210> 11 
<211> 2750 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 

<220> 
<221> CDS 

<222> (69) . . (2480) 
<223> C1C-7 



<300> 

<308> GenBank/Z67744 GI:1177612 



<400> 11 

ggggcgcggg tcacgggaac gctgccgggc tgccggctgt tcttgtggag tttggtcctc 60 

agtgggcc atg gcc aac gtt tct aag aaa gtg tct tgg tec ggc cga gat 

Met Ala Asn Val Ser Lys Lys Val Ser Trp Ser Gly Arg Asp 
15 10 



gac gag gag acg ccg ctg ctg aac gga gcc ggg ccg ggc gcg cgc cag 

Asp Glu Glu Thr Pro Leu Leu Asn Gly Ala Gly Pro Gly Ala Arg Gin 
35 40 45 

tct cat tct gca ctt ttc cga att gga cag atg aac aac gtg gag ctg 

Ser His Ser Ala Leu Phe Arg He Gly Gin Met Asn Asn Val Glu Leu 
50 55 60 

gat gat gaa etc ctg gac ccg gaa gtg gac cct cct cac acc ttc ccc 

Asp Asp Glu Leu Leu Asp Pro Glu Val Asp Pro Pro His Thr Phe Pro 
65 70 75 

aag gag att cca cac aac gag aag etc etc tec etc aag tat gag age 

Lys Glu He Pro His Asn Glu Lys Leu Leu Ser Leu Lys Tyr Glu Ser 
80 85 90 

ctg gac tat gac aat agt gag aat cag etc ttc ctg gag gag gaa aga 

Leu Asp Tyr Asp Asn Ser Glu Asn Gin Leu Phe Leu Glu Glu Glu Arg 

95 * 100 105 110 

X. cga ate aac cac acg get ttc egg aca gtg gag ate aag cgc tgg gtt 

W Arg He Asn His Thr Ala Phe Arg Thr Val Glu He Lys Arg Trp Val 

115 120 125 



110 



tl cgc gat gac gag gag ggg gcg ccg ctg ctt cga agg acg ggg caa cct 158 

A Are Asp Asp Glu Glu Gly Ala Pro Leu Leu Arg Arg Thr Gly Gin Pro 

15 20 25 30 



206 



254 



302 



350 



398 



446 



494 



ate tgt gcc etc att gga ate etc aca ggc eta gta gcc tgc ttc att 
He Cys Ala Leu He Gly He Leu Thr Gly Leu Val Ala Cys Phe He 
130 135 140 

gac att gta gtg gag aac ctg gca ggc etc aag tac cga gtc ate aag 
Asp He Val Val Glu Asn Leu Ala Gly Leu Lys Tyr Arg Val He Lys 
145 150 155 

gac aac ate gac aag ttc aca gag aag ggc ggc ctg tec ttc tec etc 
Asp Asn He Asp Lys Phe Thr Glu Lys Gly Gly Leu Ser Phe Ser Leu 
160 165 170 

ctg ctg tgg gcc aca ctg aac tct gcc ttc gtg etc gtg ggg tct gtg 
Leu Leu Trp Ala Thr Leu Asn Ser Ala Phe Val Leu Val Gly Ser Val 
175 180 185 190 

att gtg gcc ttc ata gag cca gtt get get ggc age gga ate cct cag 
He Val Ala Phe He Glu Pro Val Ala Ala Gly Ser Gly He Pro Gin 
195 200 205 

ate aag tgc ttc etc aat ggg gtg aag ate ccc cac gtg gtg egg etc 734 



542 



590 



638 



686 
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lie Lys Cys Phe Leu Asn Gly Val Lys He Pro His Val Val Arg Leu 

210 215 220 

aag acg ctg gtg ate aag gtg tct ggc gtg att ctg tct gtg gta ggg 

Lys Thr Leu Val He Lys Val Ser Gly Val He Leu Ser Val Val Gly 
225 230 235 

gga ctg get gtg gga aag gaa ggg cca atg ate cac tea gga tec gtg 

Gly Leu Ala Val Gly Lys Glu Gly Pro Met He His Ser Gly Ser Val 
240 245 250 

att get gca ggg att tea cag gga agg teg acg tea etc aag cga gat 

He Ala Ala Gly He Ser Gin Gly Arg Ser Thr Ser Leu Lys Arg Asp 

255 260 265 270 



gtc tea get gga get gca get gga gtg tct get gcg ttt gga gca cct 
Val Ser Ala Gly Ala Ala Ala Gly Val Ser Ala Ala Phe Gly Ala Pro 
290 295 300 



cag ttc ctg aca tgg aga att ttc ttt get tec atg att teg acc ttt 
Gin Phe Leu Thr Trp Arg He Phe Phe Ala Ser Met He Ser Thr Phe 
320 325 330 



> ggt ggc att ctt gga gec gtg ttc aat gec ttg aat tac tgg eta act 

1 Gly Gly He Leu Gly Ala Val Phe Asn Ala Leu Asn Tyr Trp Leu Thr 

W 385 390 395 



tac teg tct cga gat tgc cag ccc ctg cag ggg age tec atg tec tac 
Tyr Ser Ser Arg Asp Cys Gin Pro Leu Gin Gly Ser Ser Met Ser Tyr 
435 440 445 



gec ttc ttt aac acc cct gag aag age gtc gtc age ctg ttc cac gac 

Ala Phe Phe Asn Thr Pro Glu Lys Ser Val Val Ser Leu Phe His Asp 
465 470 475 

cca cca ggc tec tat aat ccc atg act etc ggc ctg ttc acc ctg gtc 



782 



830 



878 



ttt aag ate ttt gaa tat ttc cgc aga gat aca gag aag egg gat ttt 926 
Phe Lys He Phe Glu Tyr Phe Arg Arg Asp Thr Glu Lys Arg Asp Phe 
275 280 285 



974 



gtg ggt ggg gtc ctg ttc age ctg gaa gag ggc gec tec ttc tgg aat 1022 
Val Gly Gly Val Leu Phe Ser Leu Glu Glu Gly Ala Ser Phe Trp Asn 
305 310 315 



1070 



aca ctg aat ttt gtt ctg age ate tac cat gga aac atg tgg gac ctg 1118 
Thr Leu Asn Phe Val Leu Ser He Tyr His Gly Asn Met Trp Asp Leu 
335 340 345 350 

tec age cct ggc etc ata aat ttt gga aga ttc gac tea gag aaa atg 1166 
Ser Ser Pro Gly Leu He Asn Phe Gly Arg Phe Asp Ser Glu Lys Met 
355 360 365 

gec tac aca ate cat gag att cct gtc ttc ate gee atg ggt gtg gtg 1214 
Ala Tyr Thr He His Glu He Pro Val Phe He Ala Met Gly Val Val 
370 375 380 



1262 



atg ttt cga ate agg tac ate cac egg ccc tgc etc caa gtg att gag 1310 

Met Phe Arg He Arg Tyr He His Arg Pro Cys Leu Gin Val He Glu 

400 ~ 405 410 

gec atg ctg gtg gca get gtc aca gec aca gtt gca ttt gtc ttg att 1358 

Ala Met Leu Val Ala Ala Val Thr Ala Thr Val Ala Phe Val Leu He 

415 420 425 430 



1406 



cca etc cag etc ttc tgt gca gat ggc gaa tac aac tea atg gec gca 1454 
Pro Leu Gin Leu Phe Cys Ala Asp Gly Glu Tyr Asn Ser Met Ala Ala 
450 455 460 



1502 



1550 
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Pro Pro Gly Ser Tyr Asn Pro Met Thr Leu Gly Leu Phe Thr Leu Val 



480 



485 490 



tac ttc ttc ctg gcc tgc tgg acc tat ggc etc aca gta tct get ggt 

Tvr Phe Phe Leu Ala Cys Trp Thr Tyr Gly Leu Thr Val Ser Ala Gly 

495 500 505 510 

etc ttc ate cca tec ctg etc att ggg get gcc tgg ggc cga etc ttt 

Val Phe lie Pro Ser Leu Leu He Gly Ala Ala Trp Gly Arg Leu Phe 

515 520 525 

eec ate tec atg tec tac etc aca gga gca gcg ate tgg gca gat ccg 

Gly He Ser Met Ser Tyr Leu Thr Gly Ala Ala He Trp Ala Asp Pro 

530 535 540 

ggt aaa tac gcc ctg atg gga get get get cag ctt ggt ggg ate gtg 

Gly Lys Tyr Ala Leu Met Gly Ala Ala Ala Gin Leu Gly Gly He Val 

545 550 555 

age atg acc ctt age ctg aca gtc ate atg atg gag gcc acc age aac 

Arg Met Thr Leu Ser Leu Thr Val He Met Met Glu Ala Thr Ser Asn 

560 565 570 

gtg acc tac ggt ttt ccc ate atg ttg gtg ctg atg act gcc aag att 

Val Thr Tyr Gly Phe Pro He Met Leu Val Leu Met Thr Ala Lys He 

575 580 585 590 

gtg ggt gat gtc ttc att gag ggc etc tat gac atg cac ate cag ctg 

Val Gly Asp Val Phe He Glu Gly Leu Tyr Asp Met His He Gin Leu 

595 600 605 

caa agt gtg ccc ttc eta cac tgg gaa gcc ccg gtc acc tea cat teg 

Gin Ser Val Pro Phe Leu His Trp Glu Ala Pro Val Thr Ser His Ser 

610 615 620 

etc act gcc agg gaa gta atg age acg cct gtg acc tgc ctg agg agg 

Leu Thr Ala Arg Glu Val Met Ser Thr Pro Val Thr Cys Leu Arg Arg 

625 w 630 635 



aga ctg agg ctg aaa gac ttt cgc gat gcc tac cca cgc ttc ccc cca 

Arg Leu Arg Leu Lys Asp Phe Arg Asp Ala Tyr Pro Arg Phe Pro Pro 

705 " 710 715 

ate cag tec ate cac gta tec cag gat gag egg gag tgc acc atg gac 

He Gin Ser He His Val Ser Gin Asp Glu Arg Glu Cys Thr Met Asp 

720 725 730 

ctt tct gag ttc atg aac cct tct ccc tac act gtg cca cag gag gca 

Leu Ser Glu Phe Met Asn Pro Ser Pro Tyr Thr Val Pro Gin Glu Ala 

735 740 745 750 

tct ctt cct cga gtg ttc aag ctg ttc egg get ctg ggc ctg agg cac 



1598 



1646 



1694 



1742 



1790 



1838 



1886 



1934 



1982 



aga gag aag gtt ggc ate ate gtg gat gtc eta agt gac aca gcg tct 2030 
Arg Glu Lys Val Gly He He Val Asp Val Leu Ser Asp Thr Ala Ser 
640 " 645 650 

aat cac aat ggg ttc cct gtg gtg gag gat gta gga gac acc cag cca 
Asn His Asn Gly Phe Pro Val Val Glu Asp Val Gly Asp Thr Gin Pro 
655 660 665 670 



2078 



gcc aga etc caa ggc eta ate ctg cgt tec cag etc ate gtg etc ctg 2126 

Ala Arg Leu Gin Gly Leu He Leu Arg Ser Gin Leu He Val Leu Leu 

675 680 685 

aag cac aag gtg ttt gtg gag agg tec aac atg ggt ttg gtg cag egg 2174 

Lys His Lys Val Phe Val Glu Arg Ser Asn Met Gly Leu Val Gin Arg 

690 695 700 



2222 



2270 



2318 



2366 



Ser Leu Pro Are Val Phe Lys Leu Phe Arg Ala Leu Gly Leu Arg His 
755 760 . 765 

ctg gtc gta gta gac aac cac aat cag gtg gtc ggg ctg gtg acc agg 2414 
Leu Val Val Val Asp Asn His Asn Gin Val Val Gly Leu Val Thr Arg 
770 * 775 780 

aag gac eta gca aga tac cgc eta gga aaa gga ggc eta gaa gag ctt 2462 
Lys Asp Leu Ala Arg Tyr Arg Leu Gly Lys Gly Gly Leu Glu Glu Leu 
785 * 790 795 

tea ctg gec cag acg tga gggctggccc ccacccttgg gcagcggcac 2510 
Ser Leu Ala Gin Thr 
800 

cccggcccct ctgcacctcc tcccagggtc cctggtctca gccaaagcct tgccctgggc 2570 

agtgcagcaa caggagcaaa tgccctcccc gggcttggct ggtgtggggc ccagaccctt 2630 

tgtcctgggc agttggttta catcatcagc atttccctat tccctgaacc tgcagtcctc 2690 

agacttgtcc cactcctggg tcccttctcc caggatgtaa agtgtgtttt cacacccctt 2750 

<210> 12 
<211> 803 
<212> PRT 

<213> Rattus norvegicus 
<400> 12 

Met Ala Asn Val Ser Lys Lys Val Ser Trp Ser Gly Arg Asp Arg Asp 

1 5 10 15 

Asp Glu Glu Gly Ala Pro Leu Leu Arg Arg Thr Gly Gin Pro Asp Glu 

20 25 30 

Glu Thr Pro Leu Leu Asn Gly Ala Gly Pro Gly Ala Arg Gin Ser His 

35 40 45 

Ser Ala Leu Phe Arg lie Gly Gin Met Asn Asn Val Glu Leu Asp Asp 

50 55 60 

Glu Leu Leu Asp Pro Glu Val Asp Pro Pro His Thr Phe Pro Lys Glu 
65 70 75 80 

lie Pro His Asn Glu Lys Leu Leu Ser Leu Lys Tyr Glu Ser Leu Asp 

85 90 95 

Tyr Asp Asn Ser Glu Asn Gin Leu Phe Leu Glu Glu Glu Arg Arg lie 

100 105 110 

Asn His Thr Ala Phe Arg Thr Val Glu He Lys Arg Trp Val He Cys 

115 120 125 

Ala Leu He Gly He Leu Thr Gly Leu Val Ala Cys Phe He Asp He 

130 135 140 

Val Val Glu Asn Leu Ala Gly Leu Lys Tyr Arg Val He Lys Asp Asn 
145 150 155 160 

He Asp Lys Phe Thr Glu Lys Gly Gly Leu Ser Phe Ser Leu Leu Leu 

165 170 175 

Trp Ala Thr Leu Asn Ser Ala Phe Val Leu Val Gly Ser Val He Val 

180 185 190 

Ala Phe He Glu Pro Val Ala Ala Gly Ser Gly He Pro Gin He Lys 

195 200 205 

Cys Phe Leu Asn Gly Val Lys He Pro His Val Val Arg Leu Lys Thr 

210 215 220 

Leu Val He Lys Val Ser Gly Val He Leu Ser Val Val Gly Gly Leu 
225 230 235 240 

Ala Val Gly Lys Glu Gly Pro Met He His Ser Gly Ser Val He Ala 

245 * 250 255 

Ala Gly He Ser Gin Gly Arg Ser Thr Ser Leu Lys Arg Asp Phe Lys 

260 *" 265 270 

He Phe Glu Tyr Phe Arg Arg Asp Thr Glu Lys Arg Asp Phe Val Ser 

275 280 285 

Ala Gly Ala Ala Ala Gly Val Ser Ala Ala Phe Gly Ala Pro Val Gly 
290 295 300 



pi „ 

Gly 


vai 


Leu 


Fne 


305 








Leu 


Thr 


Trp 


Arg 


Asn 


T> V» *-k 

rne 


vai 


Leu 








9 An 
jhu 


Pro 


Gly 


Leu 


T 1 ^ 

He 






3 55 




Thr 


lie 


His 


Glu 




370 






lie 


Leu 


Gly 


Ala 


385 








Arg 


He 


Arg 


Tyr 


Leu 


Val 


Ala 


Ala 








420 


Ser 


Arg 


Asp 


Cy s 






435 




Gin 


Leu 


Phe 


Cy s 




/■ *^ r\ 






Fne 


Asn 


i nr 


Pro 


465 








Gly 


Ser 


Tyr 


Asn 


TDK 

Fne 


Leu 


Ala 


Cy s 










lie 


Pro 


ber 


Leu 






C 1 c 

DID 




Ser 


Met 


Ser 


Tyr 




530 




Tyr 


Ala 


Leu 


Met 


545 








Thr 


Leu 


Ser 


Leu 


Tyr 


Gly 


Phe 


Pro 








580 


Asp 


Val 


Phe 


He 




595 




Val 


Pro 


Phe 


Leu 




610 






Ala 


Arg 


Glu 


Val 


625 






Lys 


Val 


Gly 


He 


Asn 


Gly 


Phe 


Pro 






oou 


Leu 


Gin 


Gly 


T n<< 
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gac gag gag gcg gcg ccg ctg ctg egg agg acg gcg egg ccc ggc ggg 
Asp Glu Glu Ala Ala Pro Leu Leu Arg Arg Thr Ala Arg Pro Gly Gly 
15 10 15 

ggg acg ccg ctg ctg aac ggg get ggg ccc ggg get gcg cgc cag tea 
Gly Thr Pro Leu Leu Asn Gly Ala Gly Pro Gly Ala Ala Arg Gin Ser 
20 25 30 

cca cgt tct gcg ctt ttc cga gtc gga cat atg age age gtg gag ctg 
Pro Arg Ser Ala Leu Phe Arg Val Gly His Met Ser Ser Val Glu Leu 
35 40 45 

gat gat gaa ctt ttg gac ccg gat atg gac cct cca cat ccc ttc ccc 
Asp Asp Glu Leu Leu Asp Pro Asp Met Asp Pro Pro His Pro Phe Pro 
50 55 60 

aag gag ate cca cac aac gag aag etc ctg tec etc aag tat gag age 
Lys Glu lie Pro His Asn Glu Lys Leu Leu Ser Leu Lys Tyr Glu Ser 
65 70 75 80 



egg ate aat cac acg gee ttc egg acg gtg gag ate aag cgc tgg gtc 
Arg He Asn His Thr Ala Phe Arg Thr Val Glu He Lys Arg Trp Val 
100 105 HO 



ggc aat ate gac aag ttc aca gag aag ggc gga ctg tec ttc tec ctg 

Gly Asn lie Asp Lys Phe Thr Glu Lys Gly Gly Leu Ser Phe Ser Leu 

145 150 155 160 

ttg ctg tgg gee acg ctg aac gee gee ttc gtg etc gtg ggc tct gtg 



48 



96 



144 



192 



240 



ttg gac tat gac aac agt gag aac cag ctg ttc ctg gag gag gag egg 288 
Leu Asp Tyr Asp Asn Ser Glu Asn Gin Leu Phe Leu Glu Glu Glu Arg 
85 90 95 



336 



ate tgc gee etc att ggg ate etc acg ggc etc gtg gee tgc ttc att 384 

He Cys Ala Leu He Gly He Leu Thr Gly Leu Val Ala Cys Phe He 
115 120 125 

gac ate gtg gtg gaa aac ctg get ggc etc aag tac agg gtc ate aag 432 

Asp He Val Val Glu Asn Leu Ala Gly Leu Lys Tyr Arg Val He Lys 
130 135 140 
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528 
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Leu Leu Trp Ala Thr Leu Asn Ala Ala Phe Val Leu Val Gly Ser Val 

165 170 175 

att gtg get ttc ata gag ccg gtg get get ggc age gga ate ccc cag 576 

He Val Ala Phe He Glu Pro Val Ala Ala Gly Ser Gly He Pro Gin 

180 185 190 

ate aag tgc ttc etc aac ggg gtg aag ate ccc cac gtg gtg egg etc 624 

He Lys Cys Phe Leu Asn Gly Val Lys He Pro His Val Val Arg Leu 

195 200 205 

aag acg ttg gtg ate aaa gtg tec ggt gtg ate ctg tec gtg gtc ggg 672 

Lys Thr Leu Val He Lys Val Ser Gly Val He Leu Ser Val Val Gly 

210 215 220 

ggc ctg gec gtg gga aag gaa ggg ccg atg ate cac tea ggt tea gtg 720 

Gly Leu Ala Val Gly Lys Glu Gly Pro Met He His Ser Gly Ser Val 

225 230 235 240 



att gee gec ggg ate tct cag gga agg tea age tea ctg aaa cga gat 

He Ala Ala Gly He Ser Gin Gly Arg Ser Ser Ser Leu Lys Arg Asp 

245 250 255 

ttc aag ate ttc gag tac etc cgc aga gac aca gag aag egg gac ttc 

Phe Lys He Phe Glu Tyr Leu Arg Arg Asp Thr Glu Lys Arg Asp Phe 

260 * 265 270 

gtc tec gca ggg get gcg gee gga gtg tea gcg gcg ttt gga gec ccc 

Val Ser Ala Gly Ala Ala Ala Gly Val Ser Ala Ala Phe Gly Ala Pro 
275 J 280 285 

gtg ggt ggg gtc ctg ttc age ttg gag gag ggt gcg tec ttc tgg aac 

Val Gly Gly Val Leu Phe Ser Leu Glu Glu Gly Ala Ser Phe Trp Asn 
290 295 300 

cag ttc ctg ace tgg agg ate ttc ttt get tec atg ate tec acg ttc 

Gin Phe Leu Thr Trp Arg He Phe Phe Ala Ser Met He Ser Thr Phe 

305 310 315 320 



acc ctg aat ttt gtt ctg age att 
Thr Leu Asn Phe Val Leu Ser He 



tac cac ggg aac atg tgg gac ctg 
Tyr H'JS Gly Asn Met Trp Asp Leu 
325 330 335 



•atg ttt cga ate agg tac ate cac egg ccc tgc ctg cag gtg att gag 
Met Phe Arg He Arg Tyr He His Arg Pro Cys Leu Gin Val He Glu 
385 390 395 400 

gec gtg ctg gtg gee gec gtc acg gee aca gtt gec ttc gtg ctg ate 
Ala Val Leu Val Ala Ala Val Thr Ala Thr Val Ala Phe Val Leu He 
405 410 415 

tac teg teg egg gat tgc cag ccc ctg cag ggg ggc tec atg tec tac 
Tyr Ser Ser Arg Asp Cys Gin Pro Leu Gin Gly Gly Ser Met Ser Tyr 
420 * " 425 430 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



tec age cca ggc etc ate aac ttc gga agg ttt gac teg gag aaa atg 
Ser Ser Pro Gly Leu He Asn Phe Gly Arg Phe Asp Ser Glu Lys Met 
340 345 350 

gec tac acg ate cac gag ate ccg gtc ttc ate gee atg ggc gtg gtg 1104 
Ala Tyr Thr He His Glu He Pro Val Phe He Ala Met Gly Val Val 
355 360 365 

ggc ggt gtg ctt gga gca gtg ttc aat gee ttg aac tac tgg ctg acc 1152 
Gly Gly Val Leu Gly Ala Val Phe Asn Ala Leu Asn Tyr Trp Leu Thr 
370 375 380 
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ccg ctg cag etc ttt tgt gca gat ggc gag tac aac tec atg get gcg 1344 
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Pro Leu Gin Leu Phe Cys Ala Asp Gly Glu Tyr Asn Ser Met Ala Ala 

435 440 445 

gcc ttc ttc aac acc ccg gag aag age gtg gtg age etc ttc cac gac 1392 

Ala Phe Phe Asn Thr Pro Glu Lys Ser Val Val Ser Leu Phe Hxs Asp 

450 455 460 

ccg cca ggc tec tac aac ccc ctg acc etc ggc ctg ttc acg ctg gtc 1440 

Pro Pro Gly Ser Tyr Asn Pro Leu Thr Leu Gly Leu Phe Thr Leu Val 

465 470 475 480 

tac ttc ttc ctg gcc tgc tgg acc tac ggg etc acg gtg tct gcc ggg 1488 

Tyr Phe Phe Leu Ala Cys Trp Thr Tyr Gly Leu Thr Val Ser Ala Gly 

485 490 495 

gtc ttc ate ccg tec ctg etc ate ggg get gcc tgg ggc egg etc ttt 1536 

Val Phe He Pro Ser Leu Leu He Gly Ala Ala Trp Gly Arg Leu Phe 

500 505 510 



ggg ate tec ctg tec tac etc acg ggg gcg gcg ate tgg gcg gac ccc 
Gly He Ser Leu Ser Tyr Leu Thr Gly Ala Ala He Trp Ala Asp Pro 
515 520 525 
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ggc aaa tac gcc ctg atg gga get get gcc cag ctg ggc ggg att gtg 1632 

Gly Lys Tyr Ala Leu Met Gly Ala Ala Ala Gin Leu Gly Gly He Val 

530 535 540 

egg atg aca ctg age ctg acc gtc ate atg atg gag gcc acc age aac 

Are Met Thr Leu Ser Leu Thr Val He Met Met Glu Ala Thr Ser Asn 

545 550 555 560 

gtg acc tac ggc ttc ccc ate atg ctg gtg etc atg acc gcc aag ate 

Val Thr Tyr Gly Phe Pro He Met Leu Val Leu Met Thr Ala Lys He 

565 570 575 

gtg ggc gac gtc ttc att gag ggc ctg tac gac atg cac att cag ctg 

Val Gly Asp Val Phe He Glu Gly Leu Tyr Asp Met His He Gin Leu 

580 585 590 
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Leu Thr Ala Arg Glu Val Met Ser Thr Pro Val Thr Cys Leu Arg Arg 
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aat cac aac ggc ttc ccc gtg gtg gag cat gcc gat gac acc cag cct 1968 
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gcc egg etc cag ggc ctg ate ctg cgc tec cag etc ate gtt etc eta 2016 

Ala Arg Leu Gin Gly Leu He Leu Arg Ser Gin Leu He Val Leu Leu 

660 ' 665 670 

aag cac aag gtg ttt gtg gag egg tec aac ctg ggc ctg gta cag egg 

Lys His Lys Val Phe Val Glu Arg Ser Asn Leu Gly Leu Val Gin Arg 
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cgc ctg agg ctg aag gac ttc cga gac gcc tac ccg cgc ttc cca ccc 2112 

Arg Leu Arg Leu Lys Asp Phe Arg Asp Ala Tyr Pro Arg Phe Pro Pro 
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ate cag tec ate cac gtg tec cag gac gag egg gag tgc acc atg gac 
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Asp Glu Glu Ala Ala Pro Leu Leu Arg Arg Thr Ala Arg Pro Gly Gly 

15 10 15 

Gly Thr Pro Leu Leu Asn Gly Ala Gly Pro Gly Ala Ala Arg Gin Ser 

20 25 30 

Pro Arg Ser Ala Leu Phe Arg Val Gly His Met Ser Ser Val Glu Leu 

35 40 ' 45 

Asp Asp Glu Leu Leu Asp Pro Asp Met Asp Pro Pro His Pro Phe Pro 

50 55 60 

Lys Glu He Pro His Asn Glu Lys Leu Leu Ser Leu Lys Tyr Glu Ser 
65 70 75 80 

Leu Asp Tyr Asp Asn Ser Glu Asn Gin Leu Phe Leu Glu Glu Glu Arg 

85 90 95 

Arg He Asn His Thr Ala Phe Arg Thr Val Glu He Lys Arg Trp Val 

100 105 110 

He Cys Ala Leu He Gly He Leu Thr Gly Leu Val Ala Cys Phe He 

115 ' 120 125 

Asp He Val Val Glu Asn Leu Ala Gly Leu Lys Tyr Arg Val He Lys 

130 135 140 

Gly Asn He Asp Lys Phe Thr Glu Lys Gly Gly Leu Ser Phe Ser Leu 
145 150 155 160 

Leu Leu Trp Ala Thr Leu Asn Ala Ala Phe Val Leu Val Gly Ser Val 

165 170 175 

He Val Ala Phe He Glu Pro Val Ala Ala Gly Ser Gly He Pro Gin 

180 185 190 

He Lys Cys Phe Leu Asn Gly Val Lys He Pro His Val Val Arg Leu 

195 200 205 

Lys Thr Leu Val He Lys Val Ser Gly Val He Leu Ser Val Val Gly 

210 215 220 

Gly Leu Ala Val Gly Lys Glu Gly Pro Met He His Ser Gly Ser Val 
225 230 235 240 

He Ala Ala Gly He Ser Gin Gly Arg Ser Ser Ser Leu Lys Arg Asp 

245 250 255 

Phe Lys He Phe Glu Tyr Leu Arg Arg Asp Thr Glu Lys Arg Asp Phe 

260 265 270 

Val Ser Ala Gly Ala Ala Ala Gly Val Ser Ala Ala Phe Gly Ala Pro 

275 280 285 

Val Gly Gly Val Leu Phe Ser Leu Glu Glu Gly Ala Ser Phe Trp Asn 
290 295 300 
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Patentanspriiche : 

1. Nukleinsauresequenz, die fur ein Protein aus der Gruppe 
bestehend aus den Chloridkanalen C1C-3, C1C-4, C1C-6 und 
C1C-7 kodiert, dadurch gekennzeichnet, daft die Nukleinsaure- 
sequenz durch Mutation, Trunkation oder ganz oder teilweise 
Deletion verandert ist. 

2. Nicht-menschlicher Sauger, dessen Keim- und somatische 
Zellen flir ein Protein aus der Gruppe bestehend aus den 
Chloridkanalen C1C-1, C1C-2, CIC-Ka, CIC-Kb, C1C-3, C1C-4, 
C1C-5, C1C-6 und/oder C1C-7 kodierende Nukleinsauresequenzen 
enthalten, dadurch gekennzeichnet, dafi die fiir C1C-3, C1C-4, 
C1C-6 und/oder C1C-7 kodierende(n) Nukleinsauresequenz (en) 
gegeniiber der natiirlicherweise vorkommenden Nukleinsaurese- 
quenz durch Mutation, Trunkation und/oder ganz oder teil- 
weise Deletion verandert ist. 

3- Nicht-menschlicher Sauger nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi zusatzlich die fiir C1C-1, C1C-2, CIC-Ka, CIC- 
Kb und/oder C1C-5 kodierende ( n) Nukleinsauresequenz ( en) 
durch Mutation, Trunkation und/oder ganz oder teilweise 
Deletion verandert ist. 

4. Zellinie, die einen oder mehrere der Chloridkanale aus der 
Gruppe bestehend aus C1C-1, ClC-2, ClC-Ka, CIC-Kb, C1C-3, 
C1C-4, C1C-5, C1C-6 und C1C-7 nicht oder nur vermindert 
exprimiert . 

5. Zellinie nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl sie 
den Chloridkanal C1C-7, nicht aber die Chloridkanale C1C-3, 
C1C-4, C1C-5 und C1C-6, exprimiert. 

6. Zellinie nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daJ5 sie 
den Chloridkanal ClC-3, nicht aber die Chloridkanale C1C-4, 
C1C-5, C1C-6 und ClC-7 , exprimiert. 
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7. Zellinie nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft sie 
den Chloridkanal ClC-4, nicht aber die Chloridkanale C1C-3, 
C1C-5, C1C-6 und C1C-7 , exprimiert . 

8. Zellinie nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft sie 
den Chloridkanal C1C-6, nicht aber die Chloridkanale C1C-3, 
ClC-4, C1C-5 und C1C-7 , exprimiert. 

9. Verwendung eines genetisch veranderten, nicht -menschlichen 
Saugers, dessen Keim- und somatische Zellen fur ein Protein 
aus der Gruppe bestehend aus den Chloridkanalen C1C-1, C1C- 
2, CIC-Ka, CIC-Kb, C1C-3, ClC-4, C1C-5, C1C-6 und/oder C1C-7 
kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, wobei eine oder 
raehrere dieser Nukleinsauresequenzen gegeniiber der natur- 
licherweise vorkommenden Nukleinsauresequenz durch Mutation, 
Trunkation und/oder ganz oder teilweise Deletion verandert 
ist, zum Identif izieren und Testen von Substanzen, die 
geeignet sind, einen oder mehrere der Chloridkanale zu 
inhibieren . 

10. Verwendung eines genetisch veranderten, nicht-menschlichen 
Saugers, dessen Keim- und somatische Zellen fur Proteine aus 
der Gruppe bestehend aus den Chloridkanalen C1C-1, C1C-2, 
CIC-Ka, CIC-Kb, C1C-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und ClC-7 
kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, wobei eine oder 
mehrere dieser Nukleinsauresequenzen gegeniiber der naturli- 
cherweise vorkommenden Nukleinsauresequenz, nicht jedoch die 
fur C1C-7 kodierende Sequenz , durch Mutation, Trunkation 
und/oder ganz oder teilweise Deletion verandert ist, zum 
Identif izieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, 
den Chloridkanal C1C-7 zu inhibieren. 

11. Verwendung eines genetisch veranderten, nicht-menschlichen 
Saugers, dessen Keim- und somatische Zellen fur Proteine aus 
der Gruppe bestehend aus den Chloridkanalen C1C-1, ClC-2, 
CIC-Ka, ClC-Kb, C1C-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und C1C-7 
kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, wobei eine oder 
mehrere dieser Nukleinsauresequenzen gegeniiber der natiirli- 
cherweise vorkommenden Nukleinsauresequenz, nicht jedoch die 
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fur ClC-3 kodierende Sequenz , durch Mutation, Trunkation 
und/oder ganz oder teilweise Deletion verandert ist, zum 
Identif izieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, 
den Chloridkanal ClC-3 zu inhibieren. 

12. Verwendung eines genetisch veranderten, nicht-menschlichen 
Saugers, dessen Keim- und somatische Zellen fur Proteine aus 
der Gruppe bestehend aus den Chloridkanalen C1C-1, ClC-2, 
CIC-Ka, CIC-Kb, ClC-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und C1C-7 
kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, wobei eine oder 
mehrere dieser Nukleinsauresequenzen gegeniiber der natiirli- 
cherweise vorkommenden Nukleinsauresequenz , nicht jedoch die 
fiir C1C-4 kodierende Sequenz, durch Mutation, Trunkation 
und/oder ganz oder teilweise Deletion verandert ist, zum 
Identif izieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, 
den Chloridkanal C1C-4 zu inhibieren. 

13. Verwendung eines genetisch veranderten, nicht-menschlichen 
Saugers, dessen Keim- und somatische Zellen fiir Proteine aus 
der Gruppe bestehend aus den Chloridkanalen C1C-1, ClC-2, 
CIC-Ka, ClC-Kb, ClC-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und C1C-7 
kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, wobei eine oder 
mehrere dieser Nukleinsauresequenzen gegeniiber der natiirli- 
cherweise vorkommenden Nukleinsauresequenz, nicht jedoch die 
fiir C1C-6 kodierende Sequenz, durch Mutation, Trunkation 
und/oder ganz oder teilweise Deletion verandert ist, zum 
Identif izieren und Testen von Substanzen, die geeignet sind, 
den Chloridkanal C1C-6 zu inhibieren. 

14. Verwendung einer Zellinie nach Anspruch 5 zum Identif izieren 
und Testen von Substanzen, die geeignet sind, den Chlo- 
ridkanal ClC-7 zu inhibieren. 

15. Verwendung nach Anspruch 14 zum Identif izieren und Testen 
von Wirkstoffen zur Behandlung von Osteoporose, Morbus 
Paget. 
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16. Verwendung einer Zellinie nach Anspruch 6 zum Identif izieren 
und Testen von Substanzen, die geeignet sind, den Chlo- 
ridkanal C1C-3 zu inhibieren. 

17. Verwendung einer Zellinie nach Anspruch 7 zum Identif izieren 
und Testen von Substanzen, die geeignet sind f den Chlo- 
ridkanal C1C-4 zu inhibieren. 

18. Verwendung einer Zellinie nach Anspruch 8 zum Identif izieren 
und Testen von Substanzen, die geeignet sind, den Chlo- 
ridkanal C1C-6 zu inhibieren. 

19. Verwendung nach den Ansprlichen 14 und 16 bis 18 zum Identi- 
fizieren und Testen von Wirkstoffen, die als Psychopharmaka 
geeignet sind. 

20. Verfahren zum Identif izieren und Testen von Substanzen, die 
geeignet sind, einen oder mehrere Chloridkanale aus der 
Gruppe bestehend aus C1C-3, C1C-4, C1C-5, C1C-6 und/oder 
C1C-7 zu inhibieren, bei dem man 

a) an Zellen nach den Anspriichen 5 bis 8 den lumina- 
len pH-Wert der den Kanal exprimierenden Kom- 
partimente und/oder die Spannung uber die den 
Kanal umschliessende Membran miBt, 

b) die Zellen mit einer Substanz in Kontakt bringt 
und 

c) an den Zellen erneut den luminalen pH-Wert der den 
Kanal exprimierenden Kompartimente und/oder die 
Spannung uber die den Kanal umschliessende Membran 
miBt , 



wobei der Unterschied zwischen dem pH-Wert und/oder der 
Membranspannung vor und nach Zugabe der Substanz die 
Aktivitat der Substanz bestimmt. 
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21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet , dafl man 
den pH-Wert durch Akkumulation von Substanzen in Komparti- 
menten mit einem bestimmten pH-Wert oder Nachweis von 
Indikatorsubstanzen, die bei pH-abhangigen Reaktionen in den 
Kompartments gebildet werden, inifit. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 , dadurch gekennzeichnet, dafl man 
die Spannung durch Verwendung Spannungs-sensitiver Farb- 
stoffe oder protein-kodierter Spannungssensoren miflt . 

23. Verwendung von Substanzen, die den Chloridkanal C1C-7 ganz 
oder teilweise inhibieren, zur Herstellung von Ar zneimitteln 
zur Behandlung von Osteoporose und Morbus Paget. 

24. Verwendung von Substanzen, die den Chloridkanal C1C-3, C1C-4 
C1C-6 und/oder C1C-7 ganz oder teilweise inhibieren, zur 
Herstellung von Arzneimitteln zur Behandlung von Erkrankun- 
gen aus der Gruppe bestehend aus neurologischen und neuro- 
muskularen Erkrankungen sowie anderen Nervenkrankheiten . 

25. Verwendung von Substanzen, die den Chloridkanal C1C-3, C1C-4 
C1C-6 und/oder C1C-7 ganz oder teilweise inhibieren, zur 
Herstellung von Psychopharmaka . 



Zusammenf as sung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Testsystem zur Identifi- 
zierung und zum Testen von Wirkstof fen, die auf die synaptische 
Transmission wirken (Wirkstoffe zur Behandlung neuronaler Er- 
krankungen), die die Endo-/Exozytose beeinflussen, die die Pro- 
zessierung von Proteinen beeinflussen und insbesondere von Wirk- 
stof fen, die zur Behandlung der Osteoporose oder Morbus Paget, 
zur Behandlung neurologischer und neuromuskularer Erkrankungen 
sowie anderer Nervenkrankheiten oder als Psychopharmaka verwendet 
werden konnen. Gegenstand der Erfindung ist ferner ein genetisch 
veranderter, nicht-menschlicher Sauger, bei dem ein oder mehrere 
Chloridkanale aus der Gruppe bestehend aus C1C-3, C1C-4, C1C-6 
und C1C-7 nicht oder nicht-f unktionell exprimiert werden, sowie 
somatische Zellinien, die von einem solchen Tier abgeleitet sind, 
sowie deren Verwendung zum Identif izieren und Testen von Sub- 
stanzen, die geeignet sind, Chloridkanale, insbesondere C1C-3, 
C1C-4, C1C-5, C1C-6 und/oder C1C-7 , zu inhibieren. 



